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1. Rövidítések 
AIDS Szerzett immunhiányos tünetegyüttes (Acquired Immune Deficiency 
Syndrome) 
AIP Abszolút immunológiai potenciál 
ANN Mesterséges neurális hálózat (Artificial Neural Network) 
APC Antigén prezentáló sejt (Antigen presenting cell) 
ARB Általános relatív kötés (Average Relative Binding) 
ART Antiretrovirális terápia 
as aminosav 
bp bázispár 
CA        Kapszid 
cART        kombinált antiretrovirális terápia  
CTL Citotoxikus T limfocita (Cytotoxic T lymphocyte) 
DC Dendritikus sejt (Dendritic cell) 
EMA Európai Gyógyszerengedélyezési Hivatal (European Medicines Agency) 
Env Burokfehérje (Envelope)  
FDA Amerikai Élelmiszer- és Gyógyszerengedélyezési Hivatal (Food and Drug 
Administration) 
HIV Emberi immunhiány vírusa (Human Immunodeficiency Virus) 
HLA Humán leukocita antigén (Human leukocyte antigen) 
IEDB Immunológiai Epitóp Adatbázis (Immune Epitope Database) 
IN        Integráz 
Kbp        kilobázispár 
LC Langerhans sejt (Langerhans cell) 
MA        Mátrix 
MHC F  hisztokompatibilitási antigén (Major histocompatibility complex)  
NC          Nukleokapszid  
Nef Negatív faktor 
PCR Polimeráz láncreakció (Polymerase Chain Reaction) 
pDNS plazmid DNS  
Pol Polimeráz 
PEIm Polietilénimin-mannóz  
Rev Virion expressziós szabályozó (Regulator of virion expression) 
RIP Relatív immunológiai potenciál 
RT Reverz transzkriptáz fehérje 
SIV Majom immunhiány vírusa (Simian Immunodeficiency Virus) 
SMM Stabilizált mátrix módszer (Stabilized Matrix Method) 
SU Felszíni fehérje (surface protein) 
Tat transzaktiváló szabályozó fehérje (Transactivating regulatory protein) 
TM Transzmembrán fehérje  
Vif Virion fert zési faktor (Virion infectivity factor) 
VLP Vírusszer  részecske (Virus-like particle) 
VLP+ Komplex vírusszer  részecske 
Vpr R-vírusfehérje (Viral protein R) 






Ez a doktori munka a Genetic Immunity Kft. termékfejlesztési laboratóriumában 
készült. 
A HIV (Human Immunodeficiency Virus) fert zés és a következtében kialakuló AIDS 
(Acquired Immunodeficiency Syndrome) világszerte 34 millió fert zöttet számláló 
halálos betegség [1]. Egyel re nem létezik ellene sem megel z  oltás, sem terápiás 
vakcina, noha a vakcina fejlesztés egyik kiemelked  fontosságú célterülete ez. Az 
antiretrovirális gyógyszeres terápia számos mellékhatása, és a gyógyszer rezisztens 
vírustörzsek kialakulása miatt sürget  feladat egy m köd , és a szervezetre kevésbé 
káros vakcina kifejlesztése. 
A Genetic Immunity Kft. terápiás nanomedicina kifejlesztését t zte ki célul a 
HIV/AIDS kezelésére. (A nanomedicina a nanotechnológia orvosi alkalmazásának 
összefoglaló megnevezése, és ez a kutatási terület többek között betegségek 
megel zésére, kezelésére, és diagnózisára keres megoldásokat [2].) A Genetic 
Immunity els  termékjelöltje, a DermaVir HIV Tapasz már a klinikai fejlesztés 
második fázisában jár. A nanomedicina terápiás alkalmazásának célja de novo T sejtes 
immunválasz kiváltása a kezelt beteg szervezetében, mely a HIV-vel fert zött sejtek 
pusztításával csökkenti a vírusterheltséget, ugyanakkor javítja az immunrendszer –ezzel 
a fert zött személy– általános állapotát.  
A nanomedicina hatóanyaga egy patogén-szer  nanorészecske, ami HIV fehérjéket 
kódoló plazmid DNS-b l (pDNS) és kationos szintetikus polimerb l (polietilénimin-
mannóz, PEIm) áll, folyadék formulációban. A nanorészecske oldat célzott, b rön át 
történ  “beadását”-, ezzel együtt az epidermiszben lév  antigén bemutató sejtekhez 
(Langerhans sejtek, LC) irányítását a szintén saját fejlesztés  DermaPrep orvosi eszköz 
teszi lehet vé. Az immunválasz kiváltásában kulcsfontosságú hatóanyag a pDNS, ami 
számos HIV fehérjét (antigént) expresszál, az els  termékjelölt esetében B szubtípusra 
specifikusakat. 
A HIV azonban rövid története ellenére az RNS vírusok gyors evolúciója miatt nagy 
természetes diverzitással rendelkezik. Kilenc térbeli és id beli elkülönülést mutató 
szubtípusba (és számos rekombináns alcsoportba) sorolható, melyek között 10-35% 
genetikai távolság állapítható meg [3].  
Kérdésként merül fel, hogy az ilyen nagy divergenciát mutató szubtípusokkal fert zött 
betegek esetében mennyire lehet hatékony a B szubtípusra specifikus nanomedicina? 
Ezért a doktori munka egyik célkit zése a B szubtípusra specifikus termékjelölttel 
kiváltható immunválasz in silico modellezésének kidolgozása, majd ezzel a 
nanomedicina kereszt-reaktivitásának modellezése volt nem-B szubtípusú fert zések 
esetén. A kapott eredmények alapján döntöttünk egy szubtípus-optimalizált 
termékcsalád kifejlesztése mellett. A feladat megvalósításához egy immunológiai 
szempontú tervezést segít  eszközt is kifejlesztettünk. Ezenkívül fontos célunk volt a 
klinikai tesztelés alatt álló DermaVir termékjelölt in vitro jellemzése, ehhez módszerek 
fejlesztése, majd végül az új nanomedicina jelöltek klinikai vizsgálatokra alkalmas 
min ségének in vitro igazolása.  
 
  
3. Irodalmi áttekintés és a téma háttere 
Létezik-e olyan antigén, ami a HIV fert zés ellen véd? Ez a kérdés kutatók ezreit és 
emberek (tíz)millióit foglalkoztatja 25 éve. Eddig senki nem adott egyértelm  választ a 
kérdésre. Nincs megel z  véd oltás, mert a HIV számos véd mechanizmusa, valamint 
genetikai változatossága miatt az eddigi összes antigén jelölt hatástalannak bizonyult. A 
kutatás tovább folyik, de a sikertelenség miatt id közben el térbe került a terápiás 
vakcinák fejlesztése, hogy a világméret  járvány fert zöttjeinek jobb életkilátásokat és 
jobb életmin séget nyújtsanak. Amíg célt nem ér valaki, addig marad az antiretrovirális 
terápia (ART), a vírus életciklusának különböz  szakaszait gátló közel harmincféle 
piacon lév  gyógyszerrel [4]. Az ART legnagyobb hátránya, hogy a vírus RNS 
örökít anyagának rendkívül gyors mutációs képessége miatt hamar kialakulnak a 
gyógyszerrezisztens mutánsok. Épp ezért a gyógyszereket hármas kombinációban adják 
(cART), és amikor az adott betegben hatástalanná válik, lecserélik egy újabb 
gyógyszerkombinációra. Sajnos sok HIV fert zött eljut odáig, hogy már nincs mire 
lecserélni a gyógyszereit.  
A terápiás HIV vakcina tervezés esetén is az egyik legnagyobb kihívás a megfelel  
antigén készlet kiválasztása, amely hatékonyan képes HIV-specifikus T sejteket 
indukálni, hogy azok sikeresen elpusztíthassák a vírussal fert zött sejteket a beteg 
szervezetében, ezzel fékezve a betegség el rehaladását. Minél szélesebb az antigén 
repertoár, annál többféle antigén-specifikus T sejt termel dése indukálható, és annál 
hatékonyabb lehet a vakcina [5]. A gyengített vírust tartalmazó vakcinák ezért sikeresek 
sok kórokozó elleni védelemben (pl. mumpsz, kanyaró, rubeola). S t, már a SIV 
(majom immundeficiencia vírus) esetében is kifejlesztettek hosszú távú védettséget 
biztosító, gyengített kórokozót tartalmazó oltóanyagot [6]. Ez bíztató eredmény arra 
nézve, hogy esetleg emberben is indukálható tartós, a vírus replikációt kordában tartó 
immunválasz a HIV ellen. Azonban a gyengített HIV vírus vakcinaként történ  
alkalmazása túl sok biztonsági kockázatot rejt [7]. 
Az elterjedten használt alegység vakcinák ezzel szemben csak egy vagy néhány 
antigént tartalmaznak. Ezek újabb alternatívája a VLP (vírusszer  részecske) vakcina, 
ami spontán összeszerel d  kapszidfehérjékb l, valamint esetenként burokfehérjékb l 
áll, és nagy el nye, hogy az alkotó fehérjéket természetes konformációban tartalmazza 
a leghatékonyabb immunválasz kiváltása érdekében. Már kereskedelmi forgalomban is 
kaphatók ilyen VLP vakcinák, pl. a magas kockázatú humán papillomavírus törzsek 
elleni megel z  vakcinák (Gardasil® és Cervarix™) [8,9]. Eddig azonban a VLP 
vakcinák terápiás felhasználása nem volt sikeres (vagy fel sem merült), mivel nem 
váltanak ki a terápiás vakcinák hatékonyságához szükséges T sejtes immunválaszt [10]. 
Néhány kivételes esetben megfigyeltek már mind a fert zést l megvéd, mind terápiás 
szempontból hatékony immunválaszt HIV-fert zött betegekben [11,12,13,14]. Ezen 
esetek jelzik, hogy a HIV virion jó antigén, ami ellen létezhet hatékony természetes 
immunválasz. Épp ezért a széles antigén repertoár és a virion felszíni 
struktúrfehérjéinek együttes bevetése immunogénként m köd  vakcinát 
eredményezhet, amit már többféle vakcinafejlesztési elképzelésben is felhasználtak. 
Többen is készítettek kémiailag módosított-, vagy replikációs mutáns HIV 
vírustörzseket, de a klinikai vizsgálatokra vonatkozó kérelmeiket nem fogadták el a 
gyógyszerengedélyezési hatóságok, mert a vakcina-jelöltek nem bizonyultak eléggé 
biztonságosnak [15, 16].  
Az egyéb vírus-vektor alapú vakcinák f  hátránya, hogy a vektorral szembeni korábbi 
védettség miatt nem alkalmazhatók mindenkinél, és terápiás célú (többszöri) 
alkalmazásuk is korlátozott a vektor antigének ellen kialakuló immunválasz miatt, amik 
közömbösíthetik a vakcina hatását. A Merck STEP klinikai kísérletében például 
Adenovírus 5 vírus-vektor alapú megel z  vakcinát használtak magas fert zési 
kockázatú HIV negatív egyének bevonásával. Sajnos azonban a kezelt csoportban 
magasabb volt a HIV-fert zések száma a korábban Adenovírus fert zésen átesett 
személyek vírusvektorral szembeni immunitása miatt, mint a kontroll csoportban [17]. 
A nem vírus-vektor alapú DNS vakcinákat is azzal a céllal fejlesztik, hogy számos 
antigén ellen váltsanak ki velük immunválaszt. El nyük, hogy egy DNS konstrukció 
sok antigént expresszálhat, ezáltal széles repertoárú patogén-specifikus immunválaszt 
válthat ki, emellett a körültekint  és többszörös biztonsági módosítások könnyen 
bevihet k a DNS-be. Így megszüntethet k az eredeti kórokozó integrációs-, és onkogén 
tulajdonságai, valamint megakadályozható, hogy a vakcinaként felhasznált módosított 
örökít anyag replikálódjon, ill. rekombinálódjon vad vírustörzsekkel. 
A Genetic Immunity laboratóriumában olyan terápiás HIV vakcina kifejlesztését t ztük 
ki célul, ami HIV specifikus T sejtek széles repertoárjának képz dését képes kiváltani, 
ezáltal a HIV fert zés ill. az AIDS lefolyását lassítani. A DermaVir terápiás vakcina 
pDNS hatóanyaga a tizenöt HIV fehérje közül tizenhármat teljes hosszúságában-, kett t 
pedig részlegesen kódol és expresszál a célzott antigén bemutató sejtekben (APC). A 
pDNS célba juttatását lehet vé tev  nanorészecske formuláció-, valamint a b rben lév  
APC-k elérését szolgáló “DermaPrep” b r el készít  és kezelési eljárás fontos részét 
képezik az alább kifejtett hatásmechanizmus kiváltásának. El bb azonban tekintsük át 
röviden a HIV életciklusát, immunológiáját és epidemiológiáját! 
3.1 A HIV felépítése és életciklusa 
A HIV (Human Immunodeficiency Virus) a Retroviridae család Lentivirus genusába 
tartozik, többek között a majom immunhiány vírusával (SIV) együtt. A 120 nm 
átmér j  burkos RNS vírus lassú lefolyású halálos fert zést okoz. A HIV genomját két 
azonos, egyszálú pozitív irányultságú, 9,5 kilobázis méret  RNS alkotja, ami a 
következ  vírusalkotó fehérjéket expresszálja (1. ábra) [18]: Gag poliprotein (mely a 
vírus érése során tovább hasítódik mátrix-MA, kapszid-CA és nukleokapszid-NC 
fehérjékké), Pol poliprotein (melyet saját enzimaktivitása hasít proteáz-PR, reverz 
transzkriptáz-RT és integráz-IN fehérjékre), valamint az Env 160 kDa méret  
poliprotein (amit a gazdasejt proteázai gp120 felszíni fehérje alegységre-SU és a pg41 
transzmembrán fehérje alegységre-TM hasítanak, és ezek trimerei alkotják a vírus 
felszíni gligoproteinjét). A szerkezeti fehérjéken kívül szabályozó fehérjéket is kódol a 
genom: Tat és Rev, valamint a Nef, Vif, Vpr és Vpu járulékos fehérjéket [19]. 
 
1. ábra. A HIV virion felépítésének sematikus ábrája.  
 
A vírus szexuális úton a nyálkahártya mikrosérülésein át, vagy vérrel, ill. vertikálisan 
anyáról magzatra, illetve újszülöttre (anyatejjel) terjed [20]. Sikeres fert zés az után 
jöhet létre, hogy a szervezetbe került virionok bejutnak a szaporodásuk helyszínéül 
szolgáló immunsejtekbe: els sorban a CD4 receptorral rendelkez  T limfocitákba, 
esetleg dendritikus sejtekbe (DC) ill. makrofágokba. El ször általában nyugvó CD4+ T 
sejteket fert z a vírus, majd ezekben intenzív reprodukciós ciklussal megsokszorozza a 
vírusmennyiséget (ez a fert zés akut fázisa, amit enyhe mononukleózis-szer  tünetek 
kísérhetnek). A T sejt CD4+ receptorán és koreceptorán (CCR5 vagy CXCR4) az Env-
SU felszíni glikoproteinjének segítségével rögzül a virion. Majd konformáció változás 
után az Env-TM fehérje utat nyit a sejtbe: a vírus burka a gazdasejt membránjába olvad, 
a kapszid pedig bejut a citoplazmába (2.ábra) [21]. Ezután a kapszid is lebomlik, és 
szabaddá válik a vírusgenom, megkezd dik a replikáció. Az RT fehérje révén az RNS-
r l RNS-DNS hibrid, majd kett s szálú DNS másolat készül, mely gy r  
konformációjú preintegrációs komplexként az IN fehérje segítségével a gazdasejt 
genomjába integrálódik [22]. A vírus ezen integrálódott formája a provírus, és 
amennyiben a fert zött T sejtb l memória T sejt alakul ki, ez a látens fert zés hosszú 
ideig fennmaradhat, a vírus rezervoárját (ill. annak egy részét) alkotva [23,24]. Ha a 
gazdasejt aktiválódik  vagyis mitózis történik, RNS polimeráza kis mennyiségben 
mRNS-eket szintetizál az integrálódott HIV DNS-r l, és ezekr l korai szabályozó 
fehérjék expresszálódnak [25]. El bbi (“transzaktivátor fehérje”, a transzkripció f  
virális szabályozó fehérjéje) a genom LTR promóterérnek TAR (“Transactivating 
Responsive Region”) szabályozó régiójának transzkriptumához köt dve transzkripciós 
iniciátorként és elongációs faktorként fokozza az mRNS-ek képz dését (3. ábra) 
[25,25,26]. A Rev az RRE (“Rev Responsive Element”) szabályozó régióhoz köt dve a 
képz dött teljes hosszúságú és a részlegesen hasított mRNS-ek sejtplazmába történ  
exportját-, ezzel a HIV fehérjék transzlációját segíti el  [27]. A termel d  vírus 
fehérjék a teljes hosszúságú mRNS két kópiáját is becsomagolva éretlen HIV 
részecskékké szerel dnek össze a sejthártyát is integrálva annak bels  oldalán, majd a 
folyamat a sejthártya lef z désével és ezzel a termel dött HIV vírusok sejtb l való 
kijutásával zárul. Utolsó lépésként transzlációt követ  fehérje hasítással a Gag 
poliproteinb l származó fehérjék is el állítódnak, felveszik végleges térszerkezetüket és 
































































































































































































3.2 A HIV fert zés immunológiája 
A HIV fert zés immunológiai alapjainak áttekintéséhez a klinikusok számára készített 
UpToDate online tudásbázist használom vezérfonalként [29]. A HIV leggyakrabban az 
anogenitális nyálkahártyán át fert z, és az el z  bekezdésben leírt módon jut be a CD4 
receptorral rendelkez  immunsejtekbe. A célsejtbe jutáshoz a gp120 vírusfehérje és a 
célsejt CD4 receptorának kapcsolódásán kívül a CCR5 vagy a CXCR4 koreceptor 
keresztkötése is szükséges. A vírus koreceptor használata meghatározza a célsejtek 
fajtáját: a CCR5 koreceptor segítségével bejutó HIV törzsek makrofág-, ill. DC 
tropikusak, a CXCR4 koreceptor pedig a T sejt tropikus HIV bejutásában játszik 
szerepet, de vannak olyan vírusok is, amik mindkét koreceptorral képesek kapcsolódni 
[30]. Friss (ún. els dleges) fert zést általában makrofág/DC tropikus vírus hoz létre. A 
leggyakoribb a DC antigénbemutató sejt fert zése, produktív vagy nem produktív 
módon. A nem produktív fert zés eredményeképp a vírus a DC-SIGN receptorhoz 
kapcsolódva bejut a sejtbe, de nem replikálódik, hanem a DC segítségével a 
nyirokcsomóba jut és ott CD4+ T sejteket fert z [31,32]. A vírus két nap múlva már 
kimutatható a közeli nyirokcsomókban, további három nap múlva pedig a vérben is 
[33]. Ezután a fert zés szétterjed az egész szervezetben.  
A következ , akut fert zési szakasz néhány hetében többnyire mononukleózis-szer  
tünetekkel kísérve (láz, nyirokcsomó-duzzanat), esetleg tünetmentesen a vírus gyorsan 
replikálódik (4. ábra) [34]. Ezzel egy id ben a CD4+ T sejt szám csökken, a CD8+ T 
sejt szám pedig emelkedik, de mindkett  hamar visszaáll az eredetihez közeli szintre. A 
CD4+ T sejt szám csökkenés, valamint a Th17 (szabályozó) T sejt szám csökkenés az 
emészt rendszer mentén lév  nyirokcsomókban lokális immunhiányt okoz, ennek 
következtében a bélfal nyálkahártyáján át baktériumok kerülnek a szervezetbe, ami 
krónikus immun-aktivációt eredményez [35,36]. Az immun-aktivációban természetesen 
szerepet játszik az intenzív HIV replikáció is. 
 
 
4. ábra. A HIV fert zés tipikus id beli lefolyása a CD4+ T sejt szám és a vérplazmában 
mérhet  HIV RNS mennyiségének függvényében.  
 
Az akut HIV fert zési szakaszban a természetes öl sejtek (NK) közvetlen lízissel, és 
ellenanyag-függ  citotoxikus mechanizmussal (ADCC) pusztítják a fert zött sejteket. 
Az NK sejtek átmenetet képeznek a veleszületett- és az adaptív immunválasz között, 
mivel el segítik a DC-k érését [37]. A DC professzionális antigénbemutató sejtek 
(APC) szerepe kulcsfontosságú a HIV specifikus immunválasz kiváltásában. 
(Ugyanakkor ezek a sejtek fert z dnek meg els ként, amikor a HIV a nyálkahártyán át 
bejut a szervezetbe.) Az éretlen DC-k endocitózissal veszik fel a virionokat a 
szervezetbe jutásuk helyén, és a közeli nyirokcsomóba vándorolnak, miközben érett 
DC-vé differenciálódnak az antigén feldolgozása során. A DC-k antigén bemutató 
funkcióját az MHCI (f  hisztokompatibilitási komplex I) és MHCII (f  
hisztokompatibilitási komplex II) molekulákhoz kapcsolt immunogén peptidekkel, azaz 
epitópokkal hajtja végre. A 9-11 aminosav (as) hosszúságú epitópot köt  MHCI 
molekula CD8+ T sejtek érését (ún. priming-ot) segíti el , míg az MHCII molekulához 
kapcsolt 13-25 as méret  epitópok a CD4+ helper T sejtek érését stimulálják. A HIV 
virionok endocitózisa után az exogén (sejten kívülr l származó) vírusfehérjék 
proteolitikus lízissel peptidekre esnek, és ezek egy része az endocitotikus úton MHCII 
molekulákra köt dik, amit a DC-k CD4+ helper T sejteknek mutatnak be (5.ábra) [38]. 
A sejten belül képz d  vírusfehérjék, és kereszt-prezentációval akár a sejten kívülr l 
felvett antigének is képesek az MHCI útvonalon CD8+ citotoxikus T sejtek (CTL) 
primingjára [39,40]. (A HIV vírus Nef fehérjéje az antigén bemutatás hatékonyságát 
csökkenti, mert az MHCI és MHCII molekulák downregulációjával akadályozza HIV 
epitópok megjelenését a sejtfelszínen [41,42].) Az MHCI útvonalon a HIV antigének 
proteasomákban történ  részleges lebontás után peptidek formájában haladnak át a TAP 
transzportfehérjéken (Transporter associated with Antigen Processing) az 
endoplazmatikus retikulumba. A TAP molekulán azonban átlagosan csak minden 7. 
peptid képes átjutni, és az epitópok száma még ennél is kisebb, mert csak minden 200. 
peptid illik bele az MHCI molekula köt zsebébe, hogy aztán megfelel  er sséggel 
köt djön [43,44]. 
5. ábra. Az antigén bemutatás útvonalai DC-kben. A HIV fehérjéket a DC-k mindkét útvonalon 
képesek feldolgozni: a sejten kívülr l származó antigénekb l proteolitikus bontással nyert 
peptideket MHCII molekulákon mutatják be, ezzel CD4+ T sejtek érését el segítve. A sejtben 
képz d  vírusfehérjék, ill. kereszt-prezentációval az endocitózissal felvett antigénekb l 
származó peptidek pedig MHCI molekulákhoz kapcsolódva CD8+ T sejtek érését segítik el . 
Az MHCI-hez a TAP transzportfehérjén átjutott peptidek egy része tud kapcsolódni.
 
A DC-k tehát el segítik a differenciálódó CD4+ helper- és CD8+ T sejtek HIV 
specifikus effektor sejtté- ill. memória sejtté érését. Az antigén bemutatás során a 
nyirokcsomóban a vírus specifikus MHC-peptid komplexhez kapcsolódni képes T sejt 
receptorú (TCR) T sejtek aktiválódnak, és gyorsan proliferálódnak, aminek 
köszönhet en több nagyságrenddel megn  a mennyiségük. A CD8+ T sejtek emellett 
differenciálódnak is (effektor/memória sejtté). Az effektor sejtek antivirális citokineket 
termelnek (pl. IFN- , -kemokin, MIP-1 , MIP-1  és RANTES), ill. citolitikus sejtté 
differenciálódnak granzim és perforin enzimek termelésével (ez a sejtpopuláció képes a 
nyirokszerveket, ill. nyirokkeringést is elhagyni). A citolitikus sejtek azután közvetlen 
lízissel képesek elpusztítani a specifitásuknak megfelel  fert zött sejteket. Az effektor 
sejtek kis része további differenciálódás után nyugvó memóriasejtekké alakul, amik 
antigén hiányában is hosszú ideig képesek fennmaradni, és újabb antigén stimulusra 
azonnali effektor funkciókkal válaszolni. A CD4+ helper T sejtek termel dése az 
immunválasz során két szempontból meghatározó: a HIV fert zés miatt pusztuló CD4+ 
T sejt állományt pótolják, és a CD8+ T sejtek m ködését segítik. Utóbbi segít  funkció 
több szinten is megnyilvánul, pl. a CD8+ T sejtek megfelel  primingjában az akut 
fert zés során, és a memória CD8+ T sejt populáció kialakulásában. A CD4+ T sejtek 
közrem ködésével kialakult CD8+ memória T sejtek pedig hatékonyabb másodlagos 
effektor populációt képesek termelni [45,46,47]. Noha a vírusfert zések során az 
ellenanyag termelés kulcsfontosságú a fert zés megakadályozására, HIV esetében ez 
nem igaz. A neutralizáló ellenanyagok definíció szerint a kórokozó felszíni fehérjéihez 
specifikusan kapcsolódva megakadályozzák, hogy a fert zés létrejöjjön. A neutralizáló 
(és a nem-neutralizáló) HIV specifikus ellenanyagok azonban nem tudnak megfelel  
hatást kifejteni a fert zés megel zésére, de még a vírus replikáció fékezésére sem a 
krónikus fert zési szakaszban. Ennek oka, hogy a vírus gyors mutációs rátájának és az 
immunszelekciónak köszönhet en hamar megjelennek olyan mutáns vírustörzsek, amik 
az ellenanyag köt helyeken változva kivédik az ellenanyag köt dését. [48,49]. 
A fent részletezett specifikus (adaptív) immunválasz megfékezi és visszaszorítja a HIV 
további szaporodását: a HIV-specifikus T limfociták hatékonyan csökkentik a szervezet 
vírus-terheltségét. A humorális immunválasz eredményeként pedig jelent s ellenanyag 
termelés mutatható ki, vagyis megtörténik a szerokonverzió is. A fert zés akut 
szakaszában a legtöbb HIV virion éppen a frissen fert zött proliferálódó CD4+ T 
sejtekben termel dik. Noha az immunrendszer hatékonyan pusztítja ezeket a fert zött T 
sejteket, egy kis részük elég hosszú ideig életben marad ahhoz, hogy visszaalakuljon 
nyugvó memória sejtté, és az integrálódott HIV-et (provírus) hordozva a vírus 
rezervoárját képezze.  
A lecsökkent vírusszám, és replikációs aktivitás mellett az immunrendszer hosszú 
évekig képes kontrollálni a fert zést (akár 15 évig), ez a klinikailag tünetmentes látens 
fert zési szakasz. Ezalatt a CD4+ T sejt szám és a DC-k száma is lassan csökken, s t 
egyes nagyon alacsony vírusszámú fert zöttekben sosem éri el az AIDS tünetegyüttes 
kialakulásához vezet  mennyiséget. A csökkenés oka els sorban az, hogy a vírus a 
CD4+ T sejteket fert zi, továbbá a vírusra ható immunszelekció (escape mutánsok 
megjelenése), és az aktivált T sejtek apoptózisra való “hajlama” is közrejátszik a 
folyamatban.  
Amikor a CD4+ sejtek száma a kritikus mennyiséget közelíti (200/ml), a 
vírusmennyiség drasztikusan n ni kezd, és járulékos fert zések tünetei jelennek meg a 
betegben, pl. TBC, toxoplazma, gombás fert zések, és tumoros betegségek. Az AIDS, a 
szerzett immunhiányos tünetegyüttes a HIV fert zés utolsó fázisa, ami néhány éven 
belül halállal végz dik. 
Fontos megjegyezni, hogy az immunválasz min ségét, ezáltal a betegség lefolyásának 
sebességét nagyban befolyásolhatja a fert zött egyén MHC genotípusa. Egyes MHC 
allélek (más néven HLA-humán leukocita antigén) nagyon hatékony immunválasszal 
egészen alacsonyra csökkentik az akut fázisban a vírusszámot, ezzel lassú betegség 
lefolyást tesznek lehet vé. Ezek a protektív allélek, pl. HLA-B57 [50]. Sajnos azonban 
léteznek nem-protektív allélek is, pl. HLA-B35, és az ilyen allélekkel rendelkez  
betegekben az átlagosnál gyorsabb a betegség lefolyása. HLA [51].  
3.3 HIV diverzitás és epidemiológia 
A HIV-1 vírus se valószín leg a SIV majom immundeficiencia vírus volt, amit 
Kamerunban csimpánz vadászok kaphattak el els ként [52,53,54]. A majom vírusok 
filogenetikai vizsgálatai alapján úgy t nik több független fert zési esemény is történt, 
az els  valamikor az 1930-as évek környékén [55]. Ezekb l jöhetett létre a HIV-1 
három járványcsoportja: a mára globális járványokozó M (main) csoport, az O (outlier) 
csoport és az N (non-outlier) csoport [3]. Egy átfogó filogenetikai tanulmány szerint 
viszont az O csoport tagjaihoz filogenetikailag legközelebb álló majom vírustörzsek 
gorillából származnak [56]. Az N és O csoport tagjai csak az eredetük helyén, Nyugat-
Afrikában terjedtek el, míg az M csoport alább részletezett szubtípusai és rekombináns 
csoportjai tehet k felel ssé a globális járványokért (6. ábra. HIV szubtípusok és 
rekombináns formák földrajzi elterjedése.) [54]. 
A HIV-2 kórokozó se szintén majom SIV, a Cercocebus atys fajt fert z  vírus, de a 
HIV-2 járványtani jelent sége a HIV-1 N és O csoportjához hasonlóan kis területekre 
korlátozódik [57]. Ezért a továbbiakban a HIV rövidítés alatt jellemz en a HIV-1 M 
csoportját értem. 
Rövid múltja ellenére a HIV nagy természetes diverzitással rendelkezik, és számos, 
térbeli és id beli elkülönülést mutató kisebb genetikai csoportba, szubtípusba sorolható. 
Gyors evolúciójának legf bb oka, hogy a HIV reverz transzkriptáz enzimének nincs 
proofreading hibajavító aktivitása, így a magas, kb. 3,4x10-5 
mutáció/bázispár/replikációs ciklus mutációs ráta eredményeként milliós nagyságrend  
új vírusvariáns képz dik naponta(!) minden fert zött személyben [58]. Ilyen ütem  
evolúció mellett mára a szubtípusok genetikai diverzitása 10-35% [3]. Jelenleg 9 
szubtípusba sorolhatók az M csoportba tartozó izolátumok, melyeket A-K bet kkel 
jelölnek, ill. vannak még kisebb genetikailag elkülönül  csoportok: szub-szubtípusok, 
valamint rekombináns alcsoportok, amik kialakulásához különböz  szubtípusokkal való 
egyidej  fert zés, rekombináció, és a rekombináns sikeres terjedése szükséges (6. ábra) 
[54]. A HIV-1 nevezéktani ajánlás definíciója szerint ilyen rekombinánsok (circulating 
recombinant form, CRF) akkor jegyezhet k be, ha legalább három személyb l, 
járványtani kapcsolatot nem mutató esetekben izolálják a stabilizálódott rekombináns 
vírust [59].  
 
6. ábra. HIV szubtípusok és rekombináns formák földrajzi elterjedése. 
3.4 A DermaVir kifejlesztése 
A DermaVir nanomedicina kifejlesztésének ötletét egy HIV-fert zött beteg különleges 
kórtörténete adta 1999-ben [14,60]. A betegnél korai diagnózist követ en kezdték meg 
az antiretrovirális terápiát, amit a szokásos módon szakítottak meg ún. kezelési 
szünetekkel (a kezelési szünetekben az immunrendszer ugyanis új er re kap). Két ilyen 
kezelési szünet után az ilyenkor szintén szokásos mérsékelt vírusszint emelkedés volt 
megfigyelhet . Aztán a beteg egy id re abbahagyta a terápiát, és a következ  klinikai 
ellen rzés során kiderült, hogy vírusszintje nem emelkedett. Vagyis a beteg szervezete 
olyan hatékony immunválaszt produkált, ami kordában tudta tartani a fert zést. A 
vírusszint ezután még évekig alacsony maradt antiretrovirális kezelés nélkül, és csak 
azután emelkedett újból mérhet  szintre! Ez volt az els  klinikai megfigyelés, ami azt 
mutatta, hogy létezhet hatékony immunválasz a HIV ellen. Az eset rámutatott, hogy a 
fert zés korai szakaszában a T sejtes immunválasz megfelel en er s ahhoz, hogy a 
vírusszámot a mérési határ alá szorítsa. A megfigyelést egy majomkísérlettel is sikerült 
igazolni: primer fert zést követ en beiktatott kezelési szünet után a T sejtes 
immunválasz sikeresen megfékezte, és visszaszorította a SIV vírus szaporodását [61]. A 
fert zés hosszú távú természetes kontrollját azóta sokan leírták az “elit kontroller” HIV 
fert zöttek esetében, akiknél a szabad vírusszám tartósan nagyon alacsony (50 kópia/ml 
alatti) [62].  
A termékfejlesztés irányát az ekkor megfogalmazott kérdés határozta meg: hogyan 
lehetne olyan HIV-specifikus T sejtes immunválaszt generálni, ami hatékonyan 
pusztítja a HIV-vel fert zött sejteket, és ezzel a tünetmentes fázisban megfékezi a 
betegség el rehaladását? Mivel a T sejtek kórokozó-specifikussá érését 
antigénbemutató sejtek irányítják, ezért HIV antigének DC-kbe juttatásával lehetne 
megoldani a feladatot. A kifejlesztett DermaVir termék lényegében a természetes 
immunválasz biztonságos utánzása, az alábbi módon. A hatóanyag pDNS, ami a 
biztonsági módosítások mellett a lehet  legtöbb HIV antigént kódolja, hogy minél 
hatékonyabb (széles specifitású) T sejt választ tudjon kiváltani. A pDNS DC-k általi 
felvételét és az antigén expressziót egy szintetikus patogén-szer  nanorészecske 
formuláció segíti [63]. A nanorészecskék DC-khez irányítása pedig egy szintén saját 
fejlesztés  technológiával történik: a DermaPrep kezelési eljárással a nanorészecske 
oldat a b rben lév  DC populációhoz, az LC-khez juttatható. A DermaVir kezelés 
hatásmechanizmusát a 7. ábrán mutatom be röviden.  
 
7. ábra. A DermaVir kezelés hatásmechanizmusának áttekintése. A b r el készítése a során a 
nanomedicina penetrációját akadályozó fels  elhalt sejtrétegeket (stratum corneum) kell 
eltávolítani dörzsöléssel. Ugyanez a lépés aktiválja, és a kezelt területre vonzza az LC-ket 
enyhe b rpír kíséretében. Ezután zsebet formáló, szélein leragasztható 80 cm2-es tapasz(oka)t 
helyezünk a b rre, és az így képz d  “tartályba” juttatjuk a nanorészecskéket tartalmazó 
oldatot. Az odaseregl  aktivált LC-k felveszik a mannozilált felszín , patogént imitáló 
nanorészecskéket és a nyirokcsomóba vándorolnak, ahol az id közben a pDNS-r l termel d  
fehérje antigéneket feldolgozzák. A feldolgozott antigénekb l származó epitópokat ezután 
éretlen T sejteknek mutatják be (priming), amit az immár HIV specifikus CD4+ és CD8+ T 
sejtek proliferációja-, és a szervezetben való szétterjedése és követ. A kezelés hatására 
termel dött T sejtek (effektorok és nagy proliferációs kapacitású memória sejtek) a HIV-vel 
fert zött sejteket pusztítják. 
 
A DermaVir kezelés f  lépései megegyeznek a kórokozók elleni T sejtes immunválasz 
természetes lefolyásával: a kezelést végz  személy a b r fels  elszarusodott rétegét 
dörzsöléssel távolítja el. Ezzel megszünteti a fizikai akadályt, ami a nanomedicina vizes 
oldatának felszívódását akadályozná, valamint ez a “veszély-jelzés” odavonzza és 
aktiválja az epidermisz antigénbemutató sejtjeit. A felületre ezután egy 80 cm2-es, 
szélein leragasztható tapasz kerül, ami a b rfelületen tartja az ezután egy t  nélküli 
fecskend vel a tapasz alá juttatott nanomedicinát. A felszívódás során az LC-k 
találkoznak a mannozilált felszín  szintetikus nanorészecskékkel, és endocitózissal 
felveszik azokat, mintha kórokozók volnának. A nanorészecske “belsejében” lév  
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pDNS-t a szintetikus burok megvédi az enzimatikus bontástól, így a pDNS-r l 
expresszálódhat a kódolt 15 antigén, majd megtörténhet az antigén bemutatás. (Az 
antigén bemutatás lehetséges útvonalait a disszertáció új eredményei alapján az 
“Eredmények megvitatása” c. fejezetben fejtem ki.) Eközben az LC-k a közeli 
nyirokcsomókba vándorolnak, ahol CD4+ T sejtek-, és CD8+ T sejtek érését 
stimulálják a pDNS-r l származó HIV-specifikus epitópok bemutatásával. 
Végeredményül HIV-specifikus effektor sejtek és memória T sejtek termel dnek, amik 
képesek a HIV-vel fert zött sejtek elpusztítására [64]. 
3.5 A DermaVir pDNS alapú antigénje 
A DermaVir hatóanyaga, a pLWXu1 pDNS a széles specifitású T sejtes immunválasz 
kiváltása érdekében úgy lett tervezve, hogy a tizenöt HIV fehérje közül tizenhármat 
módosítás nélkül expresszáljon, valamint az IN és Nef fehérjék m ködésképtelen N-
terminális részét is kódolja. Több biztonsági módosítás gátolja meg az integrációt, 
reverz transzkripciót és replikációt. A tizenhárom fehérje módosítás nélküli kódolása 
elméletileg azt is lehet vé teszi, hogy bel lük komplex vírusszer  részecskék (VLP+) 
képz djenek. Az eredeti HIV promóter (5’ LTR) biztosítja a pDNS által kódolt fehérjék 
expresszióját antigénbemutató sejtekben (lásd 3. ábra) [25]. A Nef fehérje m ködésének 
kiiktatása az immunogenitás növelésének el nyével is jár, mert a Nef az MHCI és 
MHCII molekulák downregulációjával akadályozza HIV epitópok megjelenését a 
sejtfelszínen a természetes fert zés során, amivel meggátolja, hogy az immunrendszer 
megtalálja a fert zött sejteket [41,42,65].  
3.6 Az antigén DC-be juttatása patogén-szer  szintetikus nanorészecskével 
Annak érdekében, hogy a pDNS hatékonyan jusson be a DC-kbe, és ott a kódolt 
antigéneket expresszálja, egy szintetikus nanorészecske formulációt fejlesztettünk ki. A 
polietilénimin-mannóz (PEIm) a pDNS-sel a vírusok mérettartományába es  70-300 nm 
átmér j  gömbszer  nanorészecskéket alkot, amit a DC-k a kórokozókhoz hasonlóan 
felvesznek és aktiválódnak [63,66,67]. Ebben belül helyezkedik el a pDNS, amit 
beburkol a mannozilált, pozitív töltés  polimer (8. ábra). A nanorészecske endocitózisa 
után a pDNS-t a polimer burok megvédi az enzimatikus bontástól, és lehet vé teszi, 
hogy a pDNS eljusson a sejtmagba és megtörténjen az antigének expressziója. A pDNS 
védelmének “finomhangolását” a nanorészecskét stabilizáló kötések száma határozza 
meg a pDNS foszfátcsoport oxigénje és a PEIm másodlagos amin nitrogénje közt. A 
nanorészecske stabilitása tehát szorosan összefügg a pDNS antigén-expressziós 
hatékonyságával (biológiai aktivitásával), mert az endoszómában védenie kell a pDNS-
t, majd a sejtmag közelébe jutva “szétesnie” [66,68]. 
A szintetikus nanorészecskék használatának el nye tehát, hogy segíti a pDNS-be kódolt 
antigének DC-kbe jutását, expresszióját, és azután az endogén antigének bemutatási 
útvonalán haladhat az antigének feldolgozása. Továbbá a nanorészecskék terápiás 
alkalmazásával kiküszöbölhetjük az általánosan használt vírusvektorokkal szemben a 
többszöri alkalmazás miatt kialakuló rezisztenciát.  
 
 
8. ábra. A DermaVir szintetikus nanorészecske egyszer sített modellje (keresztmetszet). 
pDNS: plazmid DNS, PEIm: polietilénimin-mannóz. 
3.7 DermaPrep orvosi eszköz a nanomedicina b rön át történ  bejuttatására 
Az antigéneket pDNS-ben kódoljuk, a nanorészecske formuláció segít a pDNS DC 
célsejtekbe juttatásában és az antigének expressziójában ill. bemutatásában, végs  soron 
a HIV-specifikus T sejtek termelésében. De hogyan kerül a DC-k közelébe a 
nanorészecske oldat? Ennek a lépésnek a megoldása a szintén saját fejlesztés  
DermaPrep orvosi eszközzel lehetséges. Az eszköz alkalmazása magában foglal egy b r 
el készít  eljárást: egy durva szivaccsal eltávolításra kerül a b r küls -, fizikai 
védelmet biztosító stratum corneum rétege, és ez veszély-jelzésként odavonzza és 
aktiválja az LC (DC) sejteket (7. ábra) [69,70]. A b rre ragasztott féligátereszt  
anyagból készült tapasz alá juttatott nanomedicina immár könnyen felszívódik, és az 
LC-k kórokozók után kutatva hatékonyan fel is veszik a patogén-szer  
nanorészecskéket. A DermaPrep kezelés lényegében a természetes immunválasz 
folyamatait segíti el , ugyanis az aktivált LC-k a veszély-jelzés hatására egy 900-1800 
sejt/mm2 hálózatot hoznak létre közvetlenül a b rfelszín alatt [71]. Vagyis körülbelül 8 
millió LC-t állít szolgálatba a 80 cm2 felületen végzett kezelés. Miután pedig az LC-k 
felvették a DermaVir nanorészecskéit, a nyirokcsomóba vándorolnak, hogy a pDNS-
ben kódolt antigénekre specifikus T sejtek termelését irányítsák. A DermaPrep eszköz 
tehát végs  soron a nanomedicinát a b rön át a nyirokcsomóba juttatja. A DermaPrep 
orvosi eszköz európai forgalmazási engedélyét (CE jelzés) 2009-ben szereztük meg.  
3.8 Preklinikai és klinikai eredmények 
A DermaVir hatásmechanizmusának kísérletes igazolása a humán klinikai kísérletek 
el tt ex vivo kísérletekkel, majd el rehaladott állapotú SIV fert zött rhesusmajmokban 
történt a fent ismertetett pDNS konstrukció SIV (és HIV) fehérjéket kódoló változatával 
[64,72]. Sikerült igazolni, hogy az ex vivo úton DC-kbe juttatott DermaVir-rel kezelt 
sejtek szubkután injektálását követ en a pDNS-ben kódolt antigének expresszálódnak a 
nyirokcsomóban lév  DC-kben, és, hogy ezek a DC-k HIV-specifikus CD4+ Helper T 
sejtek, valamint CD8+ citotoxikus T sejtek termel dését indukálják [67]. Ezután a 
mérések in vivo ismétlése következett egér-, és majom modellben, a DermaVir-t 
DermaPrep-pel b rön át bejuttatva. Az in vivo eredmények meger sítették az ex vivo 
mérések eredményét, ezzel alátámasztva a DermaPrep kezelési eljárás hatékonyságát 
[64]. A következ  lépés a humán fázis I kísérletek el tt a tervezett humán kísérlethez 
hasonló méréssorozatok elvégzése volt krónikus SIV251 fert zött rhesusmajmokban. Az 
antiretrovirális kezeléssel kombinált (cART) DermaVir kezelések növelték a SIV-
specifikus T sejtek mennyiségét (még a kés i stádiumú, AIDS-es majmokban is), 
lecsökkentették a vírusszámot, és jelent sen megfékezték a vírus replikációt a kezelés 
utáni id szakban is. Ennek eredményeképpen a kezelt állatok életideje 18 hétr l 38 
hétre növekedett a nem kezelt kontroll csoportéhoz képest [72].  
Az els , embereken végzett klinikai kísérlet a budapesti Szent László Kórházban, 2005-
2006 között zajlott [73,74]. Célja a DermaVir kezelés biztonságosságának, és 
immunogenitásának vizsgálata volt. Kilenc cART kezelés alatt álló HIV fert zött 
beteget kezeltek DermaVirrel, egy alkalommal, három különböz  dózissal: három-
három beteg kapott 0,1 mg DNS-t tartalmazó DermaVir-t két DermaVir tapasszal 
bejuttatva, 0,4 mg pDNS-t tartalmazó DermaVir-t négy tapasszal, ill. 0,8 mg pDNS-t 
tartalmazó DermaVir-t nyolc tapasszal. Nemcsak a hatóanyag mennyisége különbözött 
tehát, hanem a célzott nyirokcsomók (ill. LC-k) száma is. A kezelés után 28 napon át 
figyelték az esetleges mellékhatások megjelenését, majd hosszú távon is ellen rizték: 
12, 24, 36 és 48 héttel a kezelést követ en. A vizsgálat során egyetlen esetben sem 
tapasztaltak súlyosabb mellékhatást, a leggyakoribb (négy betegnél) enyhe b rreakció 
volt, dózistól függetlenül.  A hatásosság vizsgálata a következ  eredményeket hozta: a 
cART terápiának köszönhet  50 kópia/ml alatti vírusszint változatlanul alacsony maradt 
a DermaVir adását követ  28 napban. A Gag, Tat és Rev antigénekre specifikus (IFN -
át és IL2-t termel ) CD4+ és CD8+ effektor T sejtek száma megemelkedett, az alacsony 
dózisú csoportban 3-ból 2 kezeltben, és a középs  dózisú csoport mindhárom tagjában. 
Ezenkívül a magas proliferációs kapacitású HIV-specifikus memória T sejtek száma is 
szignifikánsan emelkedett, és még egy évvel kés bb is esetenként detektálható volt 
[73,74,75]. Ezek az eredmények azt mutatták, hogy a DermaVir biztonságos, és a 
középs  dózisban már egyetlen DermaVir immunizálás is kiváltja az elvárt széles 
specifitású T sejtes immunválaszt. De a tartós hatás érdekében szükségesnek t nik a 
DermaVir kezelés bizonyos id közönkénti ismétlése. 
Az USÁ-ban végzett fázis I/II klinikai kísérletben ezért már többszöri DermaVir 
kezelés hatását vizsgálták 24 cART kezelés alatt álló HIV fert zött betegben [76]. A 
betegek egyik csoportja 0,2 mg, ill. 0,4 mg pDNS dózisú DermaVir-t kapott három 
alkalommal, a másik csoport 0,4 mg pDNS dózisú DermaVir-t hat alkalommal, a 
harmadik csoport pedig placebo-t. A kezelések nem okoztak súlyos mellékhatásokat, és 
ismét megemelkedett a HIV-specifikus effektor-, és memória T sejtek száma, a 
legjobban a 0,4 mg-mos dózissal kezelt csoportban.  
A következ , fázis II klinikai vizsgálat célja a DermaVir biztonságosságának mérése, 
valamint az immunogenitásának és antivirális hatásának mérése volt, ezúttal cART 
kezelést nem kapó betegekben [77]. 36 HIV-fert zött egyént kezeltek a háromféle 
DermaVir dózis valamelyikével (0,2 mg, 0,4 mg vagy 0,8 mg pDNS/DermaVir), ill. 
placebo-val hat-hetenként, összesen négy alkalommal. A kezelt csoportokban 
el forduló mellékhatások nem különböztek a placebo csoportétól, csak egy betegnél 
fordult el  közepesen súlyos mellékhatás (a háromfokozatú skálán 2-es), de az  
kezelését sem kellett emiatt felfüggeszteni. A 0,4 mg-mos dózisú csoport megint jobb 
immunválaszt mutatott a többinél, és szintén ebben a csoportban a szabad 
vírusmennyiség 70%-kal csökkent a placebóhoz képest.  
Az eddigi klinikai vizsgálatok eredményei alapján tehát a DermaVir kezelés ismételt 
alkalmazása megfelel en biztonságos, és HIV specifikus T sejtes immunválaszt 
generál, valamint fékezi a HIV szaporodását.  
A pLWXu1 pDNS-t tartalmazó DermaVir termékjelölt klinikai vizsgálatai tovább 
folytatódnak, és reményeink szerint a termék forgalomba hozatali engedélyével zárul a 
fejlesztés. Ezzel párhuzamosan a DermaVir hatásmechanizmusának további, 
részletekbe men  jellemzésén is dolgozunk. A munka folyamatosan újabb kutatási 
kérdéseket vet fel, amik megválaszolása új fejlesztési irányt is kijelölhet. Így történt ez 
doktori munkám esetében is, aminek egy személyre szabható DermaVir terápia, és 
hozzá egy szubtípus optimalizált termékcsalád els  termékjelöltjeinek elkészítése lett az 
eredménye. Lássuk, hogyan! 
  
4. Célkit zések 
A DermaVir HIV terápiás nanomedicina in vitro kísérletes jellemzését, és az antigén 
repertoár in silico jellemzését, valamint ezekhez vizsgálati módszerek fejlesztését 
t ztem ki célul. A DermaVir immunválasz kiváltó képességének in silico modellezési 
eredményei alapján ezután indokoltnak láttuk egy HIV szubtípus-optimalizált 
DermaVir termékcsalád kifejlesztését, és a termékcsaládon alapuló személyre szabott 
HIV immunterápia prototípusának kidolgozását.  
Fenti célok eléréséhez az alábbi részfeladatokat állapítottuk meg: 
I. A klinikai tesztelés alatt álló DermaVir HIV terápiás nanomedicina kísérletes 
jellemzése a hatásmechanizmus egyes részleteinek megismerésére, ill. 
alátámasztására. (Eredmények a 6.1. alfejezetben.)  
II. Az el bbi célkit zéshez in vitro vizsgálati módszerek fejlesztése, ill. 
optimalizálása és validálása a DermaVir komplex VLP+ termelésének- 
valamint biológiai aktivitásának (antigén expressziós potenciáljának) 
mérésére. (Eredmények a 6.1.2. és 6.1.3. alfejezetekben.) 
III. A DermaVir terápiás nanomedicina pDNS hatóanyaga által expresszált 
majdnem teljes proteom immunválasz kiváltó képességének (immunológiai 
potenciáljának) in silico modellezésére T sejt epitóp predikción alapuló 
módszer kidolgozása. (Eredmények a 6.2.1. alfejezetben.) 
IV. A szubtípus-B specifikus HIV szekvenciát tartalmazó DermaVir 
immunológiai potenciáljának in silico modellezése, és a nanomedicina 
hatásosságának in silico modellezése nem-B szubtípusú HIV-vel 
fert zöttekben. (Eredmények a 6.2.2.-6.2.5. alfejezetekben.) 
V. HIV-1 szubtípusokra immunológiailag optimalizált pDNS-ek tervezése, és 
ehhez a tervezést segít  eszköz elkészítése, ami a személyre szabható 
immunterápia megvalósítását is támogatja. (Eredmények a 6.3.1. és 6.3.2. 
alfejezetekben.) 
VI. A megtervezett pDNS-ek elkészítése, valamint az elkészített termékjelöltek in 
silico jellemzése. (Eredmények a 6.3.3. alfejezetben.) 
VII. Az új termékjelöltek in vitro jellemzése. (Eredmények a 6.3.4. alfejezetben.) 
  
5. Anyagok és módszerek 
5.1. Nanomedicina készítés 
1 mg/ml koncentrációjú pDNS-t 6 térfogat egység 10%-os glükóz oldattal higítottunk, 
majd 13,6 mM koncentrációjú polietilénimin-mannóz (PEIm) oldatot adtunk az 
elegyhez. A nanorészecske képz dés 20 perces, szobah n (23 ± 2ºC) történ  inkubálás 
alatt történt. 
5.2. Western blot 
DMEM tápfolyadékban tartott 293T humán sejteket transzfektáltunk 10 g pDNS-t 
tartalmazó DermaVirrel, nem transzfektált sejteket használva negatív kontrollként. A 
sejteket 24 órás, 37 °C-on, 5% CO2 tartalom mellett történ  inkubálás után lizáltuk, és 
szétosztott adagokban felhasználásig -80 °C-on tároltuk. A lizált mintákat, vagy 
tisztított VLP+-t (lásd az 5.5. pontban) el re öntött 4-20% gradiens gélben (Bio-Rad) 
futtattuk, majd PVDF membránra (Bio-Rad) blottoltuk 1 órán át 300 mA-rel 
(omniPAGE Electroblotting System, Cleaver Scientific). A membránt 5% BSA-val 
blokkoltuk, és többszöri PBS mosást követ en HIV+ humán szérumban (Boston 
Biomedica) inkubáltuk 1 órán át. Tween-20-at tartalmazó PBS mosási lépések után a 
membránt peroxidázzal konjugált anti-humán IgG-vel (Sigma-Aldrich) inkubáltuk, 
majd mostuk, végül az eredményt kolorimetriás eljárással (Amplified Opti-4CN kit, 
Bio-Rad) tettük láthatóvá. 
5.3. Immunprecipitáció 
DMEM tápfolyadékban tartott 293T sejteket transzfektáltunk pLWXu1-gyel, és 24 órán 
át 37 °C-on, 5% CO2 tartalom mellett inkubáltuk, majd radioaktívan jelöltük 400 
microCi 35S-sel (Perkin Elmer NEG009H) és egy éjszakán át inkubáltuk. Pozitív 
kontrollként a pLW fert z képes vírust tartalmazó szül i pDNS-t, negatív kontrollként 
nem-transzfektált sejteket használtunk. A következ  napon a sejteket lizáltuk és 
szétosztott adagokban felhasználásig -80 °C-on tároltuk. A lizált minták precipitációját 
inaktivált HIV+ humán szérum (Advanced BioScience Laboratories), vagy 
monoklonális Nef ellenanyag (NIH AIDS Research and Reference Reagent Program) 
hozzáadásával végeztük. Mosást követ en a mintákat 12% SDS-PAGE gélben futtattuk. 
5.4. Intracelluláris festés 
293T sejteket transzfektáltunk 10 g pLWXu1-gyel vagy a pozitív kontroll pLW 
pDNS-sel, és 48 órás inkubálás után monoklonális egér ellenanyagokkal (NIH AIDS 
Research and Reference Reagent Program ill. Affinity BioReagents) jelöltük, majd 
EPICS XL-MCL áramlási citofluoriméterrel vizsgáltuk (Coulter). Minden mérést 50000 
adatponttal végeztünk. 
5.5. VLP+ termelés és tisztítás 
293T sejteket transzfektáltunk DermaVirrel, majd 24 órával a transzfekció után 
leszívtuk a VLP+-t tartalmazó felülúszót. A felülúszót 10 ml 20%-os szukróz oldatra 
pipettáztuk és a VLP+-ket centrifugálással sz rtük át a szukróz oldaton (50000 g, 3 órás 
centrifugálás). A pelletet 1/20 térfogatarányú PBS (pH 7,4) oldatban szuszpendáltuk, és 
a tisztított VLP+-ket felhasználásig -80 °C-on tároltuk.  
5.6. Transzmissziós elektronmikroszkópia 
293T sejteket transzfektáltunk DermaVirrel, és 24 órával a transzfekció után a leszívtuk 
a felülúszót, a sejteket PBS-sel mostuk, majd 5% glutaraldehidet tartalmazó, 0.1 M 
cacodylate pufferben fixáltuk. A fixált sejteket Dr. Kovács Attila Lajos segítségével az 
ELTE Anatómiai, Sejt- és Fejl désbiológiai Tanszékén beágyaztuk, metszettük, és 
elektronmikroszkóppal (JEM100CX II) vizsgáltuk, az alábbiak szerint: a rögzített 
sejteket 0.1 M cacodylate pufferrel mostuk, majd 50 °C-os 1,5%-os agarra rétegeztük. 
A mintákat cacodylate OsO4 oldattal utó-fixáltuk, “en-block” festettük nem pufferelt 
1% uranil-acetát oldattal, végül etanollal és propilén-oxiddal dehidratáltuk. A 
beágyazáshoz DPM-30-at tartalmazó TAAB kitet használtunk (TAAB Laboratories 
Equipment). Az ultravékony metszeteket lead-citráttal festettük. 
5.7. Biológiai aktivitás mérés 
DMEM tápfolyadékban tartott 293T humán sejteket transzfektáltunk DermaVirrel. 24 
órás, 37 °C-on, 5% CO2 tartalom mellett történ  inkubálás után a felülúszót leszívtuk, 
és HIV p24 antigén ELISÁ-val (Zeptometrix, Retrotek), a gyártó el írása szerint 
meghatároztuk a plazmid DNS által expresszált p24 koncentrációt. A biológiai 
aktivitást mér  módszerünket az európai gyógyszerengedélyezési hatóság (International 
Conference on Harmonisation of Technical Requirements for Registration of 
Pharmaceuticals for Human use) ICHQ2(R1) ajánlása alapján végeztük [78]. A 
validálás célja az volt, hogy az ajánlásban javasolt paraméterek meghatározásával 
igazoljuk, módszerünk alkalmas a DermaVir biológiai aktivitásának (azaz antigén 
expressziós képességének) mennyiségi meghatározására. A validált biológiai aktivitást 
mér  módszer használatát az európai és amerikai gyógyszerengedélyezési hatóságok 
(EMA, FDA) írják el . Minden esetben öt párhuzamossal végeztük a méréseket 
adatpontonként, valamint legalább két alkalommal ismételtük a mérést. 
5.8. Statisztikai analízis 
Az eredmények szignifikanciájának meghatározása Student’s t-teszttel történt, és 
minden esetben megadtuk a P-értéket.  
5.9. In silico T sejt epitóp repertoár analízis 
Az MHCI és MHCII T sejt epitóp predikciókat az “Immune Epitope Database” (IEDB) 
epitóp adatbázis felhasználásával végeztük [79]. Az MHCI epitóp predikciókhoz 
mesterséges neurális hálózaton (Artificial Neural Network, ANN) alapuló predikciós 
módszert-, míg MHCII epitóp predikciókhoz az úgynevezett Konszenzus módszert 
használtuk [80,81,82]. Csak a nagy affinitású MHCI epitópokat vizsgáltuk, melyek 50 
nM-nál kisebb koncentrációjú fél-maximális gátlási koncentrációval jellemezhet k [83]. 
Az MHCI epitóp predikciós paraméterek az alábbiak voltak: humán MHCI forrás faj; 
összes, ill. kiválasztott MHCI allélek; peptid hossz: 9 aminosav; eredményhalmaz 
sz kítése: csak az IC50=50 nM alatti epitópok; ANN predikciós módszer. Az MHCII 
epitóp predikciókat a következ  paraméterekkel végeztük: konszenzus predikciós 
módszer; összes, ill. kiválasztott MHCII allélek, eredményhalmaz sz kítése: 90 vagy 50 
konszenzus százalékos rangsor (Consensus Percentile Rank) ill. magasabb értékkel 
rendelkez  epitópok. 
5.10. Filogenetikai analízis 
A Los Alamos HIV Database-b l származó szekvenciák Clustal-W illesztését követ en 
(BioEdit 7.0.9.0) Neighbor-joining módszerrel Kimura két paraméteres korrekciós 
modelljét használva filogenetikai fákat generáltunk (MEGA 4.1) [84,85]. A fák 
topológiájának megbízhatóságát 1000 Bootstrap ismétléssel ellen riztük [86].  
5.11. pDNS konstrukciók készítése 
5.11.1. Szekvenciák 
A következ , szubtípus-optimalizált pDNS konstrukciókat készítettük el: pLWXu-AB, 
pLWXu-BC, pLWXu-C, pLWXu-BF. A felhasznált szekvenciák kétféle forrásból 
származtak: vírus RNS izolálást követ  RT-PCR-rel HIV+ vérplazma mintákból 
amplifikáltuk (pLWXu-BC, pLWXu-C, pLWXu-BF pDNS-ek esetében), ill. a “Los 
Alamos HIV Database”-ben található HIV szekvenciák alapján tervezett gént 
szintetizáltattunk (CRF AB gag gén, génbanki szám: AF414006). 
5.11.2. RNS kivonás 
Az RNS kivonást “QIAamp viral RNA Mini Kit”-tel (Qiagen) végeztük mintánként 140 
l vérplazmából, a gyártó el írása szerint. 
5.11.3. Oligonukleotidok tervezése és szintézise  
Az oligonukleotidokat génbanki, szubtípus-azonos HIV izolátumok megfelel  
génszakaszainak szekvenciái alapján terveztük OLIGO 4.0 szoftver segítségével. Az 
oligonukleotidokat az Invitrogen (RT-PCR primerek) ill. az Eurofins MWG Operon 
(szekvenáló primerek) állította el . 
5.11.4. RT-PCR 
 A szubtípus optimalizáláshoz két HIV genomi szakaszt amplifikáltunk, melyek a (1.) 
gag és részleges pol ill. (2.) env-tat-rev-vpu géneket fedik le. A felhasznált primereket 
az 1. táblázatban foglaltuk össze. Az egy lépéses RT-PCR reakciókat a SuperScript III 
One-step RT-PCR System kittel (Invitrogen) végeztük, 50 l reakcióelegyben, ami 25 
l 2x “reakció mix” puffert, 10 l tisztított HIV RNS-t, mindkét oligonukleotidból 10 
M-t, 1U SuperScript III/Taq enzimet, 40U RNase-out enzimet, és nukleáz-mentes 
vizet tartalmazott. A PCR reakció paraméterei az alábbiak voltak: 60 °C 30 min, 30x(94 







 1. táblázat. A HIV RT-PCR reakciókhoz felhasznált primerek. 
5.11.5. Agaróz gélelektroforézis  
0,8%-os, 0,5 g/ml etídium-bromiot tartalmazó agaróz gélt és 1xTAE puffert 
(Invitrogen) használtunk. Futtatási paraméterek: 100V, 45 perc ill. PCR termék 
tisztítása esetén 60V, 2 óra. A gélek értékeléséhez az ImageJ (NIH) szoftvert 
használtuk. 
5.11.6. DNS tisztítás gélb l 
A kívánt 2,3 kbp (gag gén) ill. 3 kbp (env-tat-rev-vpu gének) méret  RT-PCR 
terméknek megfelel  sávot, ill. az emésztett pDNS vektort (10, ill. 9,3 kbp) 0,8% 
agaróz gélben való futtatás után kivágtuk, majd “Genelute Gel Extraction Kit”-tel 
(Omega) tisztítottuk, a gyártó el írása szerint. A termékeket precipitáltuk 2,5x térfogat 
abszolút etanol és 1/10 térfogat 3M nátrium-acetát hozzáadásával. 1 órás -80 °C-os 
inkubálás után 70%-os jéghideg etanollal mostuk, majd szárítás után a pelletet 20 l 
DNáz-mentes vízben visszaoldottuk. 
5.11.7.  Inzert és pDNS vektor el készítése irányított ligáláshoz 
A tisztított RT-PCR termékeket (inzert) és a pLWXu1 plazmidot (vektor) restrikciós 
enzimes emésztéssel készítettük el  a ligáláshoz. A Gag poliprotein klónozásához a 
pLWXu1 pDNS-t és a megfelel  gag gént tartalmazó inzertet NarI és BstZ17I 
restrikciós enzimekkel (New England BioLabs) emésztettük a gyártó által biztosított 1x 
NEBuffer4 pufferben, egész éjszakán át 37 °C-on inkubálva. Az env-tat-rev-vpu gének 
klónozásához a pLWXu1 pDNS-t és a megfelel  inzertet NcoI és BlpI restrikciós 
enzimekkel (New England BioLabs) emésztettük a gyártó által biztosított NEBuffer4 
pufferben egész éjszakán át 37 °C-on inkubálva. Az emésztett pLWXu1 pDNS vektort 
az el z  bekezdésben leírt módon gélb l kivágtuk és tisztítottuk. Az emésztett inzertet 
is precipitáltuk a fentiek szerint, és 20 l DNáz-mentes vízben visszaoldottuk. 
Primer azonosító Szekvencia Termék
cDNA1 AGA GAC CCA GTA CAA GC cDNS
Gag-F CTG GTA ACT AGA GAT CCC TCA GA
1. PCR termék
Gag-R TTG TTT ATA CTA GGT ATG GTG
Env-F TGG CTC CAT GGC TTA GGA CAA TAT ATC TAT G
2. PCR termék
Env-R CTA CTC CCT CTG CTG CTG GCT CAG CT
5.11.8. H kompetens E. coli kompetens sejt készítés 
E.coli Max efficiency Stbl2 kompetens sejt (Invitrogen) felhasználásával saját 
kompetenssejt- bankot (WCB) készítettünk az E. coli rázott lombikos fermentálását 
követ  kétszeri CaCl2-os kezeléssel 0 °C-on (víz-jég elegyben). A kompetens sejtet 
felhasználásig (legfeljebb egy hétig) 0 °C-on tároltuk. 
5.11.9. Ligálás és transzformálás 
A pDNS vektort és az inzertet 1:5 mólarányban adtuk a ligálási reakció elegyhez, 4 U 
T4 DNS ligáz (Invitrogen) és 5x ligáz puffer mellett 20 l-es végtérfogatban, majd 
egész éjszakán át szobah n inkubáltuk. 50 l E. coli kompetens sejthez 5 l-t ligálási 
elegyet adtunk, majd 30 perces jégen inkubálás, 45mp 42 °C-os vízfürd ben történ  
h sokkolás, és újabb 1 perces jégen történ  inkubálás után 250 l LB tápfolyadékot 
(Gibco) mértünk a sejtekhez. 90 percen át inkubáltuk 37 °C-on, 250 fordulat/min 
keverés mellett, ezután LB-agar-Kanamicin (50 g/ml) táptalajra szélesztettük, és 30 
°C-on egy éjszakán át inkubáltuk. A transzformáns baktérium telepeket 4 °C-on 
tároltuk. 
5.11.10. pDNS termelés 
A baktérium telepeket LB-Kanamicin (50 g/ml) tápfolyadékba oltottuk, és 16 órán át 
30 °C-on, 250 fordulat/min keverés mellett szelektíven növesztettük, majd izoláltuk az 
így felszaporított pDNS-t. A pDNS izolálást E.Z.N.A. Miniprep Kittel (BioBasics) 
végeztük a gyártó el írása (Plasmid Miniprep Protocol II) szerint, 1.5 ml baktérium 
szuszpenzió feldolgozásával, átlagosan 50 g hozammal. A nagyobb mennyiség  pDNS 
termelést Qiagen Plasmid Maxi Kittel (QIAGEN) végeztük, a gyártó el írása szerint, 
500 ml baktérium szuszpenzió feldolgozásával és átlagosan 500 g hozammal. A pDNS 
oldat koncentrációját az oldat 260 nm-en mért abszorbanciájának spektrofotometriás 
meghatározása után a DNS koncentráció= A260× 50×(hígítási faktor) képlettel 
számoltuk ki, és a pDNS oldat koncentrációját 1 mg/ml-re hígítottuk. 
5.11.11. Az új pDNS-esek azonosságának ellen rzése 
A tisztított pDNS-eket a ligáláshoz használt enzimpárral (NarI-BstZ17I ill. NcoI-BlpI) 
emésztettük. A reakcióelegy 1 g pDNS-t, 1x NEBuffer4 puffert, 1-1 U restrikciós 
enzimet és nukleáz-mentes vizet tartalmazott 20 l végtérfogatban. 37 ºC-on 2 órás 
inkubáció után a mintákat 0,8%-os agaróz gélben futtattuk. A megfelel  méret  DNS 
fragmentumokat tartalmazó mintákat szekvenáltattuk (Eurofins MWG Operon). 
6. Eredmények 
A DermaVir hatóanyagát egy fert z képes, B szubtípusú HIV izolátumból kiindulva 
fejlesztette ki korábban munkacsoportunk. [87,88,89]. A laboratóriumi dolgozóból 
izolált vírus klónozása után (pLW) többszörös mutációkkal módosították a szekvenciát, 
hogy a replikációt, ezen belül a reverz transzkripciót és az integrációt gátolják (9. ábra). 
A reverz transzkripció a 3’LTR deléciójával blokkolható, és ezzel megakadályozható a 
módosított DNS vad vírusból származó DNS-sel vagy retrotranszpozonokkal történ  
rekombinációja ill. komplementációja is. Továbbá a HIV IN fehérjéje a 3’LTR régióhoz 
köt dve irányítja a virális DNS integrációját. A deléció tehát egyszerre több folyamatot 
is akadályoz. Az IN fehérje génjének többszörös mutációja (stop kodonok és 7 bp 
deléció) további biztosíték az integráció gátlására [90]. Ezek a biztonsági módosítások 
két fehérjét tesznek m ködésképtelenné: Pol-RT és Nef. Mindemellett a többi fehérje 
módosítás nélküli kódolása lehet vé teszi, hogy a tizenöt HIV fehérje közül 13 
természetes konformációban termel djön, valamint ezek a fehérjék komplex vírusszer  
részecskékké (VLP+) álljanak össze. A Nef mutációját a fehérje kódoló régiójával 
átfedésben lév  3’ LTR deléciója okozza. De a Nef fehérje m ködésének kiiktatása az 
immunogenitás növelésének el nyével is járhat, mert a Nef az MHCI és MHCI 
downregulációjával akadályozza HIV epitópok megjelenését a sejtfelszínen a 
természetes fert zés során, amivel meggátolja, hogy az immunrendszer megtalálja a 
fert zött sejteket [41,42]. Az eredeti HIV promóter (5’ LTR) biztosítja a pDNS által 
kódolt fehérjék expresszióját antigénbemutató sejtekben (lásd 3. ábra) [24,25]. A HIV 
promóter használata új megközelítés a vakcinatervezésben, pedig a Tat jelenlétében 
er sebb transzkripciós aktivitása van, mint az adenovírus promóternek, vagy a CMV 
promóternek [25]. Ezenkívül talán az is el nyös lehet az immunválasz kiváltása 
szempontjából, hogy az eredeti promóterr l a természetes vírusfehérje termeléshez 
hasonló mennyiségben, ill. sorrendben történik az átírás [91]. 
 
9. ábra. A DermaVir nanomedicina aktív hatóanyagának, a pLWXu1 pDNS-nek a (linearizált) 
térképe. Biztonsági módosítások a pDNS HIV-specifikus részében: az integráz géntermék 
inaktiválására két stop kodon, valamint egy 7 bp hosszúságú deléció, mely további alternatív 
stop kodonokat eredményez a deléciótól downstream irányban az int génben. Hosszú deléció a 
nef gén 3’ végén, mely csonka Nef átírását eredményezi. 3’ LTR teljes deléció, ami 
megakadályozza a reverz transzkripciót. : biztonsági módosítások helye a pDNS-ben. 
 
A pLWXu1 pDNS-ben kódolt fehérje repertoár jelenti a nanomedicina antigén 
készletét. A fehérjetermelés kísérletes jellemzése ezért a nanomedicina hatásának 
igazolása szempontjából, valamint biztonságossága szempontjából is nagyon fontos. Az 
alábbiakban az erre irányuló in vitro kísérletek eredményét mutatom be. Azután pedig 
az antigén-készlet immunválasz-kiváltó képességének (immunológiai potenciáljának) in 
silico modellezése következik.  
6.1. A DermaVir in vitro jellemzése 
6.1.1. A pLWXu1 pDNS által expresszált fehérje repertoár 
A pLWXu1 által expresszált fehérje (antigén) repertoár termelését Western blottal 
igazolta munkacsoportunk (10. ábra). A legnagyobb mennyiségben a gag gén termékei 
(p17-MA, p24-CA, p55-Gag poliprotein, amely tartalmazza a p7-NC fehérjét is), Env-
SU (gp120) és az Env-TM (gp41) expresszálódtak. A Pol fehérjéket: p66-RT plusz 
76007541
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RNáz, ill. RT (p51) kisebb koncentrációban detektáltuk. A teljes hosszúságú IN és Nef 
fehérjék hiányát egyrészt szekvenálással, másrészt immunprecipitációval igazoltuk, 
amihez a pLW fert z képes HIV-et expresszáló pDNS-t használtuk pozitív kontrollként 
(ez a pDNS volt a pLWXu1 elkészítésének kiindulási alapja is; 10.B és C ábra) [92].  
 
10. ábra. A pLWXu pDNS által expresszált fehérjék. A: western blot, HIV+ humán szérum 
használatával els dleges ellenanyagként. M: fehérje marker, Neg: negatív kontroll, nem 
transzfektált sejtek; a-gp120 (Env-SU), b-p66 (RT plusz RNase), c-p55 (Gag poliprotein, benne 
p17, p24 és p7), d-p51 (Pol-RT), e-gp41 (Env-TM), f-p24 (Gag-CA), g-p17 (Gag-MA). B: A 
teljes hosszúságú Integráz termel désének hiányát igazoló immunprecipitáció (csillaggal 
jelölve). Az extra csíkok a HIV+ szérum használata miatt megjelen  többi HIV specifikus 
fehérjének felelnek meg. C: A teljes hosszúságú Nef termel désének hiányát igazoló 
immunprecipitáció (csillaggal jelölve). D: pLWXu1-gyel transzfektált 293T sejtek 
intracelluláris festése FITC-cel jelölt p24, p55, gp41, gp120, Rev és Tat ellenanyagok 
használatával, áramlási citofluorimetriával mérve. 
Mivel a többi szabályozó fehérjét sem western blottal, sem immunprecipitációval nem 
sikerült kimutatni, egy társ-munkacsoport intracelluláris festéssel igazolta azok 
termel dését. Ezzel sikerült bizonyítani a Rev (0,7% pLWXu1 esetében, ill. 1,3% a 
kontroll pLW esetében) ill. Tat (0,2% pLWXu1 esetében, ill. 0,5% a kontroll pLW 
esetében) fehérjék expresszióját (16.D ábra). Továbbá a p24, p55, gp41 és gp120 
struktúrfehérjék termel dését a pLWXu1-r l ez a módszer is meger sítette. A Vif, Vpr 
és Vpu fehérjék létét közvetett módon, szekvenálással igazoltuk. Eredményeink a 
szekvenálási adatokkal együtt alátámasztják a pDNS-ben kódolt tizenhárom intakt 
fehérje termel dését, valamint a két módosított génr l a natív fehérje termel désének 
hiányát. 
6.1.2. VLP+ termelés 
Mivel a pLWXu1 tizenhárom teljes hosszúságú HIV fehérjét expresszál, feltételeztük, 
hogy ezek komplex vírusszer  részecskévé (VLP+) képesek összeállni. A “+” index a 
komplex VLP megkülönböztetésére szolgál a hagyományos, általában egy ill. kétfajta 
struktúrfehérjéb l spontán összeszerel d  VLP-kt l [93]. A pLWXu1 VLP+ 
termelésének igazolására humán 293T sejteket transzfektáltunk pLWXu1 pDNS-t 
tartalmazó nanomedicinával, és egy napos inkubálást követ en transzmissziós 
elektronmikroszkóppal vizsgáltuk a mintákat (11.A ábra). A felvételeken jól láthatók a 
vad típusú HIV-re jellemz  fenotípusú VLP+ részecskék, melyek az érett virionhoz 
hasonló mag (core) és burok (envelop) struktúrákat tartalmaznak. Megfigyeltük 
továbbá, hogy a VLP+ részecskék a sejten kívüli térbe, vagy intracitoplazmatikus 
vakuolumokba f z dnek le, és a virion érési fázisaihoz hasonló stádiumok különíthet k 
el [92]. A VLP+ összetett felépítését tisztított VLP+ felhasználásával végzett western 













































































































































































































































































































































































kulcsfontosságú paraméter a biológiai aktivitás, azaz esetünkben az antigén expressziós 
hatékonyság meghatározása. A biológiai aktivitás in vitro meghatározására egy olyan 
módszert optimalizáltunk és validáltunk, mely humán sejtvonal transzfekcióját 
követ en a felülúszóba szekretált HIV specifikus fehérje, a p24 (Gag-CA) mennyiségi 
mérésével történik.  
A p24 fehérje a pLWXu1-r l a HIV virionhoz hasonló módon, csak a transzkripció 
kés i szakaszában termel dik, és expressziójához a transzkripció korai szakaszában már 
átíródó szabályozó fehérjék szükségesek. Azt találtuk, hogy a transzfektált 293T sejtek 
felülúszójában található p24 mennyiségének 92.1%-a VLP+ részecskék alkotóelemeként 
van jelen (12. ábra). Ezért a p24 mennyiségi kimutatásával mérhet  a pDNS 
konstrukcióban kódolt fehérjekészlet-, valamint a VLP+ expressziója is, azaz a pDNS 
biológiai aktivitása [92].  
 
 
12. ábra. A pLWXu1 biológiai aktivitása. A nanomedicinával transzfektált 293T sejtek által 
termelt összes p24 92,1%-a (62,7 ng/ml) VLP+ alkotóelemként van jelen a transzfektált sejtek 
felülúszójában (*P<0,001).  
 
Az optimalizált (sztenderdizált) módszert az európai ICH Q2(R1) analitikai módszerek 
validálására vonatkozó irányelvek alapján validáltuk [78]. A validálás lényege, hogy 
igazoljuk a mérési módszer alkalmasságát a tervezett célra: a DermaVir vizsgálati 
anyag biológiai aktivitásának in vitro meghatározására a pDNS hatóanyag által 
expresszált p24 antigén mennyiségi mérésével. Ehhez a módszer következ  
paramétereit kell meghatározni: pontosság (accuracy), ismételhet ség (precision) 






























minták közti variabilitás: két személy ugyanazon vizsgálati anyagból származó 
mintákkal végzi el a mérést; mintán belüli variabilitás: egy személy a vizsgálati anyag 
5 különböz  adagjából vett 3-3 mintával végzi el a mérést; mérést végz  személyek közti 
variabilitás: azonos napon többen is elvégzik a mérést), specifikusság (a módszer 
specifikus a kívánt paraméter meghatározására, ebben az esetben a DermaVir 
formuláció p24 fehérje expresszióját képes mérni), mérési tartomány, kimutatási határ 
és a mennyiségi meghatározásra alkalmas alsó méréshatár, linearitás (koncentráció 
függés, vagyis annak igazolása, hogy a módszer a mérési tartományban kvantitatív). 
Minden mérés során 5 párhuzamossal dolgoztunk. A kívánt paramétereket 
meghatároztunk a pontosság kivételével, amelyben egy min sített sztenderd anyaghoz 
kell hasonlítani a mintánkat, csakhogy a DermaVir esetében nincs ilyen összehasonlító 
anyag. Eredményeink összefoglaló számadatai a következ k: ismételhet ség (precision, 
n=49): [p24] = 45,19 ng/ml; CV% (variációs együttható, az adatcsoport átlagtól való 
eltérése osztva az átlaggal, százalékban kifejezve) = 14,12 %. Specifikusság: 
DermaVir[p24] = 43,80 ng/ml, CV (%) = 4,4 %. A formuláció nélküli csupasz pDNS 
esetében a kimutatási határ alatti eredményeket kaptunk. Szintén a méréshatár alatti 
eredményt kaptunk a p24 fehérjét expresszálni nem képes, aspecifikus pDNS-t 
tartalmazó nanorészecske formuláció esetében is. Ezzel igazoltuk, hogy módszerünk a 
DermaVir formuláció biológiai aktivitásának mérésére specifikus. Mérési tartomány: 
0,5-0,8 g pDNS-t tartalmazó DermaVir. Linearitás: a mérési tartományon belül 7 
adatpontra határoztuk meg, ahol a 0,7 g pDNS/DermaVir az alapértelmezett vizsgálati 
mennyiség, és ennek 70-120%-át jelenti a többi vizsgálati pont. A linearitás mérés 
adataira illesztett egyenes egyenlete: y=0,472x-22,636, korrelációs együtthatója 
R2=0,83, ez megfelel az R2>0,8 elfogadási kritériumnak. A kimutatási határ a vizsgálati 
anyag kalibrációs egyeneséb l (linearitás adatok) és a negatív kontroll mintákra kapott 
p24 adatok átlagtól való eltérése alapján (SD%=0,78) 16,60 pg/ml-nek adódott. 
A validálás során minden el írt paramétert meghatároztunk, valamint igazoltuk a 
módszer alkalmasságát a DermaVir biológiai aktivitásának pontos, specifikus és 
reprodukálható mennyiségi meghatározására.  
6.2. A nanomedicina immunológiai potenciáljának in silico modellezése 
6.2.1. T sejt epitóp repertoár analízis kidolgozása 
Jelen fejezetben az in silico immunológiai potenciál modellezésének kidolgozásáról 
lesz szó: hogyan választottuk ki a T sejt epitóp predikciós módszereket és a felhasznált 
HIV szekvencia adatbázist. Ezt követ en a kiválasztott módszerek megbízhatóságának 
tesztelését, és az általunk bevezetett kvantitatív és kvalitatív mér számok: az abszolút 
immunológiai potenciál (AIP) és a relatív immunológiai potenciál (RIP) definícióját és 
alkalmazását mutatom be a DermaVir nanomedicina pDNS hatóanyagának (pLWXu1) 
példáján. Ezután pedig a nanomedicina keresztvéd  képességének modellezését 
különböz  szubtípusú fert zésekre. A személyre szabott immunterápia tervezése is 
ugyanezen T sejt predikciós módszeren alapul, ami alapján kifejlesztettünk egy 
immunológiai hasonlósági csoportokat megjelenít  új vakcinatervez  “eszközt”, az 
immunológiai fá-t. Utóbbi lényegét és alkalmazását a 6.3. fejezetben részletezem. 
Mivel lényegében a T sejt epitópok határozzák meg egy T sejtes immunválaszt kiváltó 
terápiás vakcina immunológiai karakterét, célul t ztük ki a pLWXu1-r l termel d  
fehérje antigének elméleti T sejt epitóp repertoárjának mennyiségi és min ségi 
vizsgálatát bioinformatikai eszközökkel. Az analízishez a legmegbízhatóbb módszerek 
és adatbázis kiválasztására törekedtünk. A legnagyobb és leghomogénebb adatokat 
tartalmazó T sejt epitóp adatbázist, az “Immune Epitope Database”-t (IEDB) 
használtuk. A legmegbízhatóbb in silico epitóp predikciós módszer kiválasztásához 
összehasonlítottuk a stabilizált mátrix módszer (Stabilized Matrix Method, SMM), az 
átlagos relatív kötésen alapuló módszer (Average Relative Binding, ARB) és a 
mesterséges neurális hálózat alapú módszer (Artificial Neural Network, ANN) 
megbízhatóságát. Ehhez a HXB2 HIV-1 referencia törzs struktúrfehérjéit választottuk 
(GenBank azonosító: NC_001802), és az IEDB adatbázis segítségével, mindhárom 
módszerrel prediktáltuk a nagy affinitású MHCI epitópokat, majd összehasonlítottuk 
azokat a “HIV Molecular Immunology” cím  kiadványban publikált, kísérletesen 
igazolt epitópokkal [83]. (A nagy affinitású epitópok definíció szerint 50 nM-nál kisebb 
fél-maximális gátlási koncentrációval – IC50 értékkel – jellemezhet k.)  
A megbízhatóságot a kísérletes adatokkal korrekt egyezést mutató (teljesen egyez -, 
plusz az egy as eltérést tartalmazó) epitópok százalékban kifejezett arányaként adtuk 
meg. Az ANN predikciós módszer bizonyult a legmegbízhatóbbnak, az Env-TM (gp41) 
fehérje esetén például a prediktált epitópok 74,5%-a mutatott korrekt egyezést a 
kísérletesen igazolt, valós epitópokkal, míg az SMM 66,4%-os, az ARB módszer pedig 
57,6%-os predikciós megbízhatóságot eredményezett.  
Ezután meghatároztuk az ANN MHCI predikciós módszer megbízhatóságát a HXB2 
összes struktúrfehérjéjének felhasználásával, ugyanarra az allélre. A legalacsonyabb, 
70,5%-os megbízhatósági értéket a gp120 eredményezte. Az MHCII epitóp predikciós 
“Konszenzus módszert” publikált validálási eredmények alapján választottuk [81]. A 
továbbiakban tehát az ANN predikciós módszerrel, valamint a Konszenzus módszerrel 
prediktáltuk az MHCI és MHCII epitópokat mind a tizenöt pLWXu1 által kódolt teljes 
vagy csonka fehérjére [92]. Ezen predikciók, és a szintén ebben a fejezetben részletezett 
keresztvédettség elemzések elvégzése után az addig általunk prediktált összes epitóp 
felhasználásával ismét elvégeztük az ANN ill. Konszenzus predikciós módszerek 
megbízhatóságának vizsgálatát, most már az összes prediktálható allélre (57 MHCI és 
63 MHCII allélre). Eredményül 97,7%-os megbízhatóságot kaptunk az MHCI 
predikciós módszerre, és 95,1%-os megbízhatóságot az MHCII predikciós módszerre 
(2. Táblázat). Ez azt jelenti, hogy a kísérletesen igazolt 1480 CD8+ T sejt specifikus 
MHCI epitóp 97,7%-át prediktáltuk pontos-, vagy korrekt egyezéssel. Az MHCII 
esetében pedig a 615 kísérletesen igazolt CD4+ T sejt specifikus MHCII epitóp 95,1%-
át sikerült pontos-, ill. korrekt egyezéssel prediktálnunk. 
 
2. táblázat. Az MHCI és MHCII epitóp predikciós módszerek megbízhatóságának vizsgálata 
kísérletesen igazolt epitópok segítségével. 
 
Predikcióink alapján a pLWXu1 által expresszált fehérjék összesen 933 nagy affinitású 
(CD8+ T sejtek érését indukáló) MHCI epitópot, és 2330 nagy affinitású (CD4+ T 
sejtes választ eredményez ) MHCII epitópot tartalmaznak az IEDB adatbázisban 
elérhet  összes gyakori humán MHCI allélre (n=57) valamint MHCII allélre (n=63). 
MHCI MHCII
Megengedett eltérések száma az epitópban 1 1
Adathalmaz sz kítése (er s epitópok 50
Kísérletesen igazolt epitópok száma* 1480 615
Predikcióval „megtalált„ epitópok száma 1436 585
A predikció megbízhatósága 97,7% 95,1%
*HIV Molecular Immunology 2008
Fontos megjegyezni, hogy ez az epitóp repertoár nem egy adott egyénben kifejez d  
epitópokat jelenti, hanem a teljes humán populációban elméletileg képz d  HIV epitóp 
repertoárt. Vagyis ez az összegzett érték a pLWXu1 által expresszált fehérje készlet 
elméleti epitóp mennyiségét adja meg, amely T sejtes immunválasz kiváltását 
indukálhatja a humán populációban.  
6.2.2. Abszolút immunológiai potenciál (AIP) 
Az immunológiai potenciál részletesebb jellemzéséhez bevezettük az abszolút 
immunológiai potenciál (AIP) fogalmát, ami megmutatja, hogyan oszlik meg az egyes 
fehérjékre specifikus epitópok mennyisége a teljes proteom immunológiai potenciálján 
belül. Az AIP tehát minden fehérjének megadja az antigén-specifikus T sejtes 
immunválaszban képviselt elméleti részarányát. Az AIP-t az összes gyakori IEDB 
adatbázisban található MHCI és MHCII allélre prediktáltuk. 
Az alább részletezett eredményeink rámutattak a strukturális és szabályozó fehérjék 
egyidej  kódolásának fontosságára a széles spektrumú immunválasz kiváltására 
tervezett HIV vakcinánkban. A pLWXu1 által expresszált fehérjék a következ  MHCI-
AIP sorrendet eredményezték: Env-TM (22,9%), Pol-RT (15,0%) és Env-SU (13,7%), 
valamint Gag-CA (7,6%), Rev (6,6%), Vif (6,5%), Nef (5,6%), Vpu (4,2%), Gag-MA 
(3,8%), Pol-RNáz (3,8%), Pol-IN (3,4%), Vpr (3,0%), Pol-Proteáz (2,0%), Tat (1,3%) 
és Gag-NC (0,5%) ( ). Az MHCII specifikus AIP pedig ezt a sorrendet mutatta: 
Env-SU > Tat > Pol-RT > Gag-NC > Vif > Gag-CA > Gag-MA > Env-TM > Rev > 
Nef > Vpr > Pol-IN > Pol-RNáz > Vpu > Pol-Proteáz. 17,3%-tól 2,0%-ig terjed  
értékekkel. Eredményeink megmutatták, milyen jelent s különbségek vannak az egyes 
HIV fehérjék CD4+ ill. CD8+ T sejt indukáló képességében: az MHCI-AIP megoszlása 
a struktúrfehérjék és szabályozófehérjék között 72,8% ill. 27,2%, az MHCII-AIP 
esetében pedig 63,6% ill. 36,4%. A legmagasabb AIP részarányt a Gag-CA, Pol-RT, 
Vif, Rev, Env-SU és Env-TM fehérjék képviselik a pLWXu1 expresszált fehérjéi közül. 
A legnagyobb MHCI-AIP és MHCII-AIP értékek közti különbséget a Tat és Gag-NC 
fehérhéknél találtuk. Ezek nagyon kis aktivitást mutatnak a CD8+ T sejtek 
indukálására, viszont nagyon immunogénnek adódnak a CD4+ helper T sejtek 
indukálására nézve. (Az Env-SU ötször hosszabb fehérje, mégis a Tat szinte 
ugyanakkora részt tesz ki az MHCII-AIP-b l (15,0 %-ot), mint az Env-SU (17,3%).) 
 
 
 13. ábra. A pLWXu1 pDNS gyógyszerhatóanyag által expresszált antigén készlet abszolút 
immunológiai potenciálja (AIP) MHCI és MHCII T sejt epitópok predikciója alapján. A 
pLWXu1 által expresszált proteom AIP értékének az egyes fehérjék közti megoszlása 
százalékban kifejezve: az MHCI molekulákon bemutatott epitópok által indukálható CD8+ 
specifikus T sejtek mennyisége (fekete oszlop), ill. az MHCII molekulákon bemutatott 
epitópokkal indukálható CD4+ T sejtek mennyisége (szürke oszlop). A csillaggal jelölt fehérjék 
nem teljes hosszúságúak; a fehérjék hossza (as) a fehérjék rövidítése mellett zárójelben 
szerepel.  
6.2.3. A DermaVir (pLWXu1) immunológiai potenciálja egy személyben 
modellezve 
A teljes populációra vonatkoztatható eredmények után lássuk, milyen egy hipotetikus 
genetikai HLA háttérrel rendelkez  személy AIP-je. A legáltalánosabb HLA alléleket is 
hordozó hipotetikus személy genotípusa legyen a következ : HLA A*0250, 3001; HLA 
B*0702, 0801 MHCI specifikus allélek, valamint DP A1*0103, 0201; DP B1*0201, 
0501; DQ A1*0101, 0301; DQ B1*0501, 0302; DR A1*0101, 0101; DR B1*0101, 
0102 MHCII specifikus allélek. (HLA C alléleket még nem tartalmazott az IEDB 
adatbázis a vizsgálat idején, ezért nem szerepelnek a hipotetikus genotípusban sem.) 
Az MHCI-AIP eredmények hasonló trendet mutattak egy személy esetén, mint a 
minden fenti, populáció szint  predikció esetében. Csak három fehérje: Pol-RNase, Vpu 
és a Pol-IN sorrendje módosult minimálisan (± 1 hellyel). Ezzel szemben az MHCII-
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Pol-RT > Gag-NC > Env-TM > Gag-CA > Vif > Rev > Gag-MA > Vpr > Nef > Pol-IN 
> Vpu > Pol-Proteáz > Pol-RNáz antigén sorrendet kaptuk [92]. Fontos megjegyezni, 
hogy az egyes MHC allélek hozzájárulása immunológiai potenciálhoz nagyon eltér , pl. 
az MHCI epitópok mennyisége a különböz  alléleken a következ képpen alakult: 
A*0250-re 78 epitóp, A*3001-re 43 epitóp, A*0702-re 9 epitóp míg az A*0801 allélre 
mindössze 1 nagy affinitású epitóp volt prediktálható. Tehát az immunválasz min sége 
függ az egyén genetikai MHC hátterét l.  
Ezek az eredmények jelzik, hogy módszerünk alkalmas lehet a DermaVirre (vagy más 
antigénre) specifikus T sejtes immunválasz modellezésére minden személyben, 
amennyiben a HLA genotípusa ismert. Ezért úgy gondoljuk a módszer segítséget 
nyújthat a klinikai kísérletek immunogenitási eredményeinek értelmezése során is, 
mivel prediktálhatjuk az immunogén immunválaszban mérhet  hatását.  
6.2.4. Relatív immunológiai potenciál (RIP)  
Az egyes fehérjék T sejtes választ kiváltó potenciáljának további jellemzése céljából 
definiáltuk a relatív immunológiai potenciált (RIP), amely az adott fehérjére specifikus 
adat. A RIP megmutatja, hogy egy fehérjében mennyi nagy affinitású epitóp található 
az elméletileg lehetséges epitópmennyiséghez képest, vagyis MHCI esetén a modell 
szerinti 9 as hosszúságú, MHCII esetén 15 as hosszúságú peptidek maximális számához 
képest. Mivel az MHCI epitópok hossza 9 as a predikcióinkban, az MHCII epitópok 
hossza pedig 15 as, ezért az elméleti epitóp szám MHCI esetén a fehérje hossza mínusz 
8, MHCII esetén a fehérje hossza mínusz 14. A RIP értékét a prediktált nagy affinitású 
epitópok számának, valamint az elméleti epitópok számának hányadosa adja, 
százalékban kifejezve. A RIP tehát a fehérje epitóps r ségének mér száma. 
Az MHCI-RIP az Env-TM struktúrfehérje (214/337; 63,5%) és a Rev szabályozó 
fehérje (62/107; 57,9%) esetében volt a legmagasabb, de a Gag-CA (71/124; 57,3%), és 
a Vpu is magas relatív immunológiai potenciált eredményezett (39/73; 53,4%) (14. 
ábra). A legalacsonyabb értékek a Tat (12/93; 12,9%) és Gag-NC fehérjékre (5/47; 
10,6%) adódtak.  
A legnagyobb MHCII-RIP értékeket a Gag-NC (204/41; 497,6%) és Tat (349/87; 
401,1%) fehérjékre számoltuk, ami összecseng ezen fehérjék magas MHCII-AIP 
részarányával. 100%-nál magasabb RIP értéket akkor kaphatunk, ha a vizsgált fehérje 
bizonyos mértékben “MHC-független” er s epitópokat is tartalmaz, vagyis ha egy 
epitóp több MHCII allélre is prediktálható (ekkor az ismétlések is beleszámítandók az 
összes prediktált epitóp mennyiségbe). A Gag-CA szintén magas RIP-pel jellemezhet  
(160/118; 135,6%), ezután pedig a Rev > Vif > Vpr > Env-SU > Vpu > Nef > Gag-MA 
> Pol-RT > Pol-RNáz > Pol-IN > Pol-Proteáz > Env-TM fehérjék következnek a sorban 
[92].  
Az MHCI-RIP és MHCII-RIP értékek tehát nagyban különböznek, ami szintén jelzi a 
sokféle fehérje antigént tartalmazó pLWXu1 pDNS alapú vakcina immunológiai 
potenciálját széles specifitású CD4+ és CD8+ T sejtes immunválasz kiváltására.  
 
14. ábra. A pLWXu1 pDNS gyógyszerhatóanyag által expresszált antigén készlet relatív 
immunológiai potenciálja (RIP) MHCI és MHCII T sejt epitópok predikciója alapján. A 
pLWXu1 expresszált antigén készletének RIP értéke, vagyis az egyes fehérjéken belüli epitóp 
s r ség ábrázolása: az MHCI specifikus epitópok (fekete oszlop) aránya az adott fehérjében 
elméletileg lehetséges 9 as hosszú epitópok mennyiséghez képest (fehér oszlop), ill. az MHCII 
specifikus epitópok aránya az adott fehérjében elméletileg lehetséges 15 as hosszú epitópok 
mennyiséghez képest (fehér oszlop). A csillaggal jelölt fehérjék nem teljes hosszúságúak; a 
fehérjék hossza (as) a fehérjék rövidítése mellett zárójelben szerepel.  
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6.2.5. Nem-B szubtípusú fert zés esetén a B-szubtípus alapú terápia 
hatékonyságának in silico modellezése 
A fent ismertetett in silico T sejt epitóp predikciós módszer segítségével modelleztük, 
hogy a B szubtípusra specifikus T sejtes immunválasz mennyire lehet hatékony nem B-
szubtípusú HIV fert zés esetén.  
Mivel az Afrikában (Szaharától délre) domináló C szubtípusú HIV a legjelent sebb 
járványokozó bolygónkon, részletes összehasonlításukat ezzel a szubtípussal mutatom 
be. El ször egyetlen gyakori MHCI specifikus HLA allélre, részletesen vizsgáljuk meg 
a keresztvédettséget a közös epitópok számba vételével! A HLA A*0250 allélre 
vonatkozó eredményeinket a 3. táblázatban foglaltam össze. A nanomedicina által 
expresszált fehérjekészlet 104 nagy affinitású epitópja közül B szubtípusú (vagyis 
szubtípus-azonos) fert zés esetén 93 teljesen megegyezik, vagyis a prediktált pLWXu1 
epitópok 89%-a hatékony CD8+ T sejtes válasz indukálására lehet képes, amennyiben a 
kezelt beteg az elemzett B szubtípusú HIV-vel fert zött (3.A táblázat).  
C szubtípusú fert zés esetén azonban sokkal alacsonyabb a nanomedicinából származó 
epitópok, és a fert zést okozó HIV-b l származó epitópok közti egyezés mértéke: 
mindössze 13 egyez  epitópot találtunk, amik a Gag, Pol és Env poliproteinekre 
korlátozódtak (3.B táblázat). Ez mérsékelt keresztvédettségre utal, más szóval a B 
szubtípusú fehérjéket expresszáló vakcina alacsony hatékonyságát jelzi C szubtípusú 
HIV-vel fert zött betegben. 
 
3. táblázat. A B szubtípus specifikus pLWXu1 nanomedicina hatékonyságának modellezése C 
szubtípusú HIV-vel fert zött betegben, T sejt epitóp predikcióval az MHCI specifikus HLA 
A*0250 allélre. A: Összefoglaló táblázat a nanomedicina hatékonyságára egy szubtípus-azonos 
(génbanki azonosító: NC_001802), valamint C szubtípusú (AB254141) fert zés esetén. *A 
teljesen megegyez  epitópok alapján számoltuk ki a keresztvédettség mértékét, melyet a 
pLWXu1 összes epitópjának százalékában adtuk meg. B: A megegyez  epitópok eloszlása a 
proteomban. (Az epitóp szekvenciákat követ  számok az epitóp fehérjén belüli pozícióját 
jelölik. Az egyez  epitópokat +, az eltér eket – szimbólum jelöli.)  
A  
 A fert zés szubtípusa 
pLWXu1 epitópok száma B C 
A*0250 MHCI allélre egyez /  epitóp egyez /  epitóp 
104 93/107 13/92 
Keresztvédettség* (%) 89 13 
 
 
Fehérje pLWXu1 B szubtípus C szubtípus Fehérje pLWXu1 B szubtípus
16 15 / 16  5 / 20 9  8 / 9
GLLETSEGC + + FLYQSTHLP 21-29 -
ILGQLQPSL + - RLVNGSLAL 54-62 +
SLYNTVATL + + LIWDDLRSL 62-70 +
TLYCVHQRI + - RLRDLLLIV 77-85 +
TLNAWVKVV 151-159 + - LLLIVTRIV 81-89 +
ALSEGATPQ 174-182 + + LIVTRIVEL 83-91 +
DLNTMLNTV 183-191 + + LLGRRGWEA 91-99 +
AMQMLKETI 197-205 + - ALKYWWNLL 99-107 +
AEWDRVHPV 210-218 + - LLQYWSQEL 106-114 +
IILGLNKIV 266-274 + + 4  3 / 4
RMYSPTSIL 275-283 + - ALVVAIIIA +
WMTETLLVQ 316-324 + - VVAIIIAIV +
EMMTACQGV 345-353 + - IIAIVVWSI +
VLAEAMSQV 362-370 + - ALAEMGVEM -
AMSQVTNSA 366-374 + - 37 32 / 37
SLFGNDPSS 491-499 - - MLLGMLMIC 20-28 +
24 23 / 27  4 / 18 QMHEDIISL 103-111 +
ITLWQRPLV 59-67 + + KLTPLCVSL 121-129 +
LLTQIGCTL 145-153 + - TLTSCNTSV 192-200 +
ALVEICTEM 188-196 + - VITQACPKV 200-208 +
DVGDAYFSV 265-273 + + SLAEEEVVI 264-272 +
YQYMDDLYV 336-344 + + NLTDNVKTI 276-284 -
YMDDLYVGS 338-346 + + IIVQLNQSV 284-292 -
HLLRWGLTT 363-371 + - TLKQIASKL 341-349 +
ELHPDKWTV 388-396 + - QIINMWQEV 422-430 -
TVNDIQKLV 408-416 + - ALFLGFLGA 517-525 +
KLVGKLNWA 414-422 + - FLGAAGSTM 522-530 +
KLLRGTKAL 436-444 + - TMGAASMTL 529-537 +
LLRGTKALT 437-445 + - QLLSGIVQQ 543-551 +
ALTEVIPLT 443-451 + - LLSGIVQQQ 544-552 +
ELAENREIL 457-465 + - AIEAQQHLL 558-566 +
ILKEPVHGV 464-472 + - LLQLTVWGI 565-573 +
QLTEAVQKI 522-530 + - QLQARILAV 575-583 +
YQLEKEPIV 582-590 + - SLWNWFNIT 668-676 +
IVGAETFYV 589-597 + - NITNWLWYI 674-682 +
YLALQDSGL 638-646 + - WLWYIKIFI 678-686 -
ALQDSGLEV 640-648 + - YIKIFIMIV 681-689 -
IVTDSQYAL 650-658 + - FIMIVGGLV 685-693 +
LVNQIIEQL 672-680 + - MIVGGLVGL 687-695 +
YLAWVPAHK 687-695 + - GLRIVFAVL 694-702 +
HLEGKVILV 782-790 + - IVFAVLSIV 697-705 +
6  6 / 6 0 / 5 AVLSIVNRV 700-708 +
WQVMIVWQV 5-13 + - RLVNGSLAL 747-755 +
RIRTWKSLV 17-25 + - LIWDDLRSL 755-763 +
SLVKHHMYV 23-31 + - RLRDLLLIV 770-778 +
LVITTYWGL 64-72 + - LLLIVTRIV 774-782 +
ELADQLIHL 101-109 + - LIVTRIVEL 776-784 +
KIKPPLPSV 158-166 + - LLGRRGWEA 784-792 +
5  4 / 5 0 / 5 ALKYWWNLL 792-800 +
LLEELKNEA 22-30 + - LLQYWSQEL 799-807 +
WLHGLGQHI 38-46 + - SLLNATAIA 813-821 +
GLGQHIYET 41-49 + - AVAEGTDRV 821-829 +
AIIRILQQL 59-67 + - 3  2 / 3

















































at 0 0 0
A pLWXu1 pDNS alapú nanomedicina hatékonyságának elemzését nem B-szubtípusú 
fert zöttben ezután kiterjesztettük az összes prediktálható gyakori MHCI allélre (n=57), 
valamint MHCII allélre is (n=63). A CD8+ T sejtes immunválasz elméleti hatékonysága 
58%-osnak adódott szubtípus-azonos pácienst feltételezve, míg a C szubtípusú 
fert zöttben mindössze 26% volt a megegyez  epitópok aránya a nanomedicinából 
származó epitópokkal (4. táblázat). Modellünkbe bevettünk egy harmadik elterjedt 
szubtípust is, az A szubtípust. Ennél szintén alacsony, 24%-os epitóp-egyezést találtunk 
a nanomedicinából származó MHCI epitópokkal. A CD4+ T sejtes immunválasz 
esetében szintén korlátozott mennyiségben találtunk egyez  epitópokat: 47%-ot az 
egyez  szubtípusú fert zés esetén, 15%-ot a C szubtípusú fert zés esetén, ill. 14%-ot A 
szubtípusú fert zés esetén. Noha modellünkben csak egy-egy szubtípus-specifikus 
szekvenciát elemeztünk, eredményeink meger sítik a fenti, egyetlen allél vizsgálatával 
tett megállapításunkat, azaz a nanomedicina eltér  szubtípusú fert zés esetén 
lényegesen kisebb hatékonyságú lehet. A természetes felülfert z déshez hasonlít ez a 
megfigyelés, aminek során a HIV fert zött beteg egy újabb HIV vírussal is fert z dik. 
A felülfert zés vírusszint emelkedést okoz, mert az alacsony kereszt-reaktivitás miatt az 
addig hatékony immunválasz nem m ködik az új vírussal szemben [94,95].  
 
 4. táblázat. A B-szubtípus specifikus pLWXu1 nanomedicina hatékonyságának modellezése 
szubtípus-azonos (génbanki azonosító: NC_001802), C szubtípusú (AB254141) és A szubtípusú 
(AB253428) HIV-vel fert zés esetén, T sejt epitóp predikcióval az összes prediktálható gyakori 
MHCI és MHCII allélre. A keresztvédettséget a pLWXu1 összes epitópjának százalékában 
adtuk meg.  
 A fert zés szubtípusa 
pLWXu1 B C A 
epitópok száma 
57 MHCI allélre 
egyez /  epitóp egyez /  epitóp egyez /  epitóp 
991 578/1164 257/1051 242/964 
Keresztvédettség (%) 58 26 24 
epitópok száma 
63 MHCII allélre 
egyez /  epitóp egyez /  epitóp egyez /  epitóp 
2046 966/1636 297/2102 280/2261 
Keresztvédettség (%) 47 15 14 
 
Eredményeink azt sugallják, hogy a teljes HIV-fert zött humán populáció számára 
akkor tudunk hatékony terápiás vakcinát (nanomedicinát) nyújtani, ha a vírus genetikai 
változatosságát, pontosabban a genetikai változatosságból származtatható immunválaszt 
befolyásoló különbségeket is figyelembe véve szubtípus-optimalizált termékeket 
fejlesztünk. 
6.3. Szubtípus-optimalzált pDNS konstrukciók tervezése és klónozása 
6.3.1. A vakcinatervezést segít  új alkalmazás: az “immunológiai fa”  
Mivel a HIV genetikai változatossága (szubtípusok) a megfert zött személy antigén-
feldolgozásért felel s genetikai változatosságával (MHC vagy HLA genotípus) együtt 
határozza meg a kialakuló immunválasz min ségét, indokolt mindkét paramétert 
figyelembe venni az immunogén tervezés során. Ezért a hagyományos HIV diverzitás 
genetikai rokonsági viszonyainak vizsgálata helyett kidolgoztunk egy immunológiai 
hasonlóságokon alapuló vírus csoportosítást. Módszerünk fehérje aminosav sorrend 
helyett immunológiailag releváns T sejt epitópok alapján illeszti a szekvenciákat, és a 
Neighbor joining filogenetikai fa készít  algoritmussal analóg módon kapcsolja össze 
az epitópok alapján leghasonlóbb szekvenciákat, ill. szekvencia csoportokat [84]. 
Eredményül a hasonló immunválaszt kiváltani képes HIV szekvenciák csoportjait 
kapjuk. Lássunk egy példát a genetikai hasonlóság-alapú fa és az immunológiai fa 
információtartalma közti különbség bemutatására! Az elemzéshez egy jól izolált 
epidémia, az ausztrál járvány génbankban található összes teljes HIV szekvenciáját 
használtuk fel. A 15. ábrán a legkonzervatívabb HIV fehérje, a Pol poliprotein 
aminosav alapú illesztése után készített filogenetikai fa, és a gyakori MHCI allélekre 
prediktált CD4+ T sejt epitópok illesztése után készített immunológiai fa látható. 
Külcsoportnak három, f ként a Távol-Keleten elterjedt CRF_AG izolátumot 
választottunk. A filogenetikai fán az elágazási pontokon a bootstrap értékek a 
megbízhatóságot jelz  mér számok (1000 ismétléssel generált fa hány százalékában 
szerepel az adott elágazás). Az immunológiai fa elágazási pontjain a számok két 
izolátum, ill. izolátum-csoport közötti korrekt egyezést mutató epitópok (megegyez  
plusz egyetlen aminosavban különböz ) számát adják meg. Tehát minél több a korrekt 
egyezést mutató epitóp, annál nagyobb az immunológiai, pontosabban immunválaszbeli 
hasonlóság két szekvencia között. Éppen ezért a közös ágon lév  szekvenciák jobb 




15. ábra. Példa a filogenetikai fa és az immunológiai fa információtartalmának különbségére, ausztrál HIV izolátumok Pol poliproteinjének vizsgálatával. 
Filogenetikai fa: Clustal-W illesztés, Neighbor-Joining algoritmus, 1000 Bootstrap ismétlés. Immunológiai fa: prediktált MHCI epitópok sorozatának 
(epitom) illesztése; a számok a vonatkozó két taxon közti korrekt egyezést mutató (megegyez  plusz egy as-ban eltér ) epitópok mennyiségét jelentik.
 
A CRF_AG külcsoport filogenetikailag jól elkülönül a szubtípus-B csoporttól, és az 
immunológiai fán is egy klasztert alkot, noha két B szubtípusú szekvencia 
immunológiailag kilóg a csoportból. Közülük az egyik éppen a pLWXu1 által 
expresszált Pol poliprotein, de ennek a nagyobb immunológiai távolságát az 
magyarázhatja, hogy a biztonsági módosítások miatt rövidebb fehérjét hasonlítottunk a 
többi teljes hosszúságú poliproteinhez. A fák topológiájában azonban több különbség is 
látható, például a filogenetikai fán bekeretezett három szekvencia filogenetikai 
távolsága lényegében elhanyagolható, míg az immunológiai fán a DQ676879 
azonosítójú szekvencia távolabb helyezkedik el a filogenetikailag közelebbi DQ676877 
és DQ676878-as szekvenciáktól, és több közös epitópot tartalmaz a DQ676880-as 
szekvenciával, mint az el bbiekkel. Ehhez hasonló különbségeket a két fa között több 
helyen is megfigyelhetünk még.  
Noha az eltérések viszonylag kismérték ek, mégis rávilágítanak arra, hogy a 
filogenetikai csoportok nem feltétlenül egyeznek a szekvenciák immunológiai 
csoportosítással el álló klasztereivel. Ugyanis az immunológiai fa az immunválaszt 
meghatározó epitópok szempontjából súlyozza a szekvenciák közti távolságokat, 
min ségileg más eredményt adva. Az immunológiai-, ill. filogenetikai fák 
összehasonlítását a többi HIV fehérjére is elvégeztük, és minden esetben az el z  
példához hasonló szint  min ségi különbségeket találtunk köztük. Az immunológiai 
fákat elkészítettük MHCI és MHCII allélekre is, amelyek minden fehérje esetén 
kongruensek voltak: a módszer azonos immunológiai hasonlósági viszonyokat 
eredményezett mind a CD8+ T sejtes immunválasz, mind a CD4+ T sejtes immunválasz 
szempontjából.  
Vizsgálataink alapján úgy véljük, hogy az immunológiai fa hatékony eszköz lehet az új 
vakcinajelöltek (immunogének) fejlesztéséhez.  
A továbbiakban az immunológiai fa alapján történ  pDNS immunogén tervezést 
mutatom be a szubtípus-optimalizált új nanomedicina hatóanyagok példáján.
6.3.2. Szubtípus-optimalizált termékjelöltek immunológiai szempontú tervezése 
Az új nanomedicina termékjelöltek tervezése el tt kiválasztottuk a célzott járványokat. 
A leend  termékcsalád els  tagjai az alábbi szubtípusokba ill. cirkuláló rekombináns 
formákhoz tartoznak: a legnagyobb járványokat okozó C szubtípus, a Kínában és a 
Távol-Keleten gyakori BC rekombináns forma (CRF_07 ill. CRF_08), a Dél-
Amerikában jellemz  BF rekombináns típusok (CRF_39 ill. CRF_40), és a Kelet-
Európában, f ként Ukrajnában az utóbbi évtizedben gyorsan terjed  AB rekombináns 
szubtípus (5. táblázat) [96].  
 
5. táblázat. HIV-1 szubtípus-optimalizált pDNS konstrukciók, és a célzott járványok helye 
valamint mérete. 
Szubtípus / CRF Elterjedési terület Fert zöttek száma* pDNS név 
C szubtípus Afrika (Szaharától délre) 22,5 millió pLWXu-C 
CRF_BC (07 és 08) Kína 3,3 millió pLWXu-BC 
CRF_BF (12 és 39) D-Amerika 1,6 millió pLWXu-BF 
CRF_AB (03) K-Európa 10 000 pLWXu-AB 
* A régió összes HIV fert zöttjének száma, amin belül a megadott szubtípus, ill. CRF-ek dominálnak.  
 
Ezt követ en T sejtes immunválasz alapú immunológiai hasonlósági fákat készítettünk 
teljes HIV proteomokra a kiválasztott járványok izolátumainak felhasználásával. 
Célunk az volt, hogy az immunológiai fa csoportjaiba sorolható konstrukciókat 
tervezzünk. Ugyanakkor kulcsfontosságú feladat volt a konstrukciók biztonsági 
módosítása, a klinikai tesztelésre hatóságilag engedélyezett (pLWXu1) pDNS 
biztonsági profiljának meg rzésével. Ezért a pLWXu1 pDNS Pol poliprotein génjét 
(melynek 3’ végéhez közeli IN tartalmaz többszörös biztonsági módosításokat), 
valamint a Nef gén 3’ végén csonkított kódoló darabját változtatás nélkül meg riztük a 
szubtípus-optimalizált konstrukciókban. Vagyis az immunológiai optimalizálást a fent 
említett HIV-specifikus szekvenciákon kívül es  régiókra kellett korlátoznunk. A 
biztonsági és immunológiai optimalizálási szempontoknak megfelel  új pDNS 
szekvenciákat a 16. ábrán látható térképek szerint terveztük meg. A CRF-ek esetében 




16. ábra. A négy új pDNS HIV-specifikus részének térképe. A szubtípus-B eredet  
szekvenciák és a biztonsági módosítások a pLWXu1 pDNS-b l származnak. 
 
Az immunológiai szekvencia optimalizálást a következ képpen valósítottuk meg: a 
pLWXu-AB termékjelölt esetében az immunológiai fa CRF_03 AB klaszteréb l 
kiválasztott izolátum alapján terveztük a pDNS szekvenciát (16. ábra). Azon 
konstrukcióknál, amelyeket frissen izolált HIV törzsek klónozásával készítettünk 
(pLWXu-BC, pLWXu-BF és pLWXu-C), az immunológiai fát használtuk fel a 
megfelel  epidemiológiai egységek meghatározásához, majd a pDNS-ek készítéséhez.  
6.3.3. Az új pDNS-ek elkészítése és a termékjelöltek in silico jellemzése 
Ezután elkészítettük az új pDNS termékjelölteket. A HIV-fert zött betegek 
vérszérumából RNS izolálás után RT-PCR-rel amplifikáltuk a vírus örökít anyagát. A 
pLWXu-AB konstrukcióhoz az AB rekombinánsra optimalizált DNS-t 
szintetizáltattunk. A pLWXu1 “szül i” pDNS biztonsági módosításokat is tartalmazó 
részeit változtatás nélkül megtartottuk, míg a szubtípus-specifikus DNS szakaszokat a 
pLWXu1 DNS megfelel  szakaszai helyére illesztettük irányított klónozással. A 
restrikciós enzimes gyors ellen rzést követ en az új pDNS-eket megszekvenáltattuk. 
Az elkészített pDNS konstrukciók szekvenciáit felhasználva azt is ellen riztük, hogy 
tényleg az immunológiai fa megfelel  csoportjába tartoznak-e. A 17. ábrán az 
immunológiai szekvencia-optimalizálás célfehérjéi közül a két legjelent sebb 
poliprotein, a Gag és Env immunológiai fáit mutatjuk be, melyek a szubtípusok és 
CRF-ek csoportspecifikus referencia szekvenciákat is tartalmazó válogatásai. A 
szubtípus-optimalizált szekvenciák minden esetben a megfelel  (tervezett) 
immunológiai klaszterbe sorolódtak.  
 
 
17. ábra. Az immunológiai szekvencia-optimalizálás eredménye: az új pDNS immunogén 
jelöltek a tervezett immunológiai klaszterekbe tartoznak mind a Gag poliprotein-, mind pedig az 
Env poliprotein immunológiai fáján. (A termékjelölteket aláhúzással emeltük ki a fákon.) 
 
A munkát az új termékjelöltek in silico jellemzésével folytattuk: a pDNS-ek által kódolt 
fehérjék immunológiai potenciálját modelleztük különböz  szubtípusú és CRF-  
fert zések esetén. Annak érdekében, hogy a modell reprezentatív legyen, minden 
gyakori HLA allélre elvégeztük a T sejt epitóp predikciót, amit az IEDB adatbázis 
tartalmaz (57 MHC I allél, 63 MHC II allél, 2010-es allélkészlet alapján). Ezáltal 
populációs szint  immunválaszokat kaptunk, amik sosem egyetlen egyénre 
specifikusak, viszont általánosan jellemezhetik a nanomedicina-jelöltek 
használhatóságát különböz  szubtípusokba tartozó járványokban.  
Eredményeinket a 6. táblázatban rendszereztük. Vizsgálatunkat a következ  
szempontok szerint végeztük: Az A, B, C és F szubtípusok esetén a Los Alamos HIV 
Database teljes genom szekvenciáiból készítettünk egy-egy reprezentatív szekvencia 
gy jteményt, 1 szekvencia / év / izolálás országa / szubtípus kiválasztással. Ez 
átlagosan 50 szekvenciát jelent szubtípusonként. A CRF-ek esetében minden teljes 
genom szekvenciát felhasználtunk az elemzéshez. A csoportokon belül a Los Alamos 
Database szerinti referencia szekvenciát választottuk ki összehasonlító szekvenciának 
(génbanki azonosítók: AB253428, NC_001802, AF286224, AF077336, AF193277, 
AY008716, EU735534). Ezután a megfelel  referencia szekvencia proteomja alapján 
prediktált T sejt epitóp készlettel hasonlítottuk össze a csoporton belüli összes proteom 
epitóp készletét, valamint az összes szubtípus-optimalizált pDNS által termelt fehérje 
repertoár epitóp-készletét. A referencia szekvencia összes prediktált MHC I ill. MHC II 
epitópjának számát adtuk meg 100%-nak. (Mivel ez a szám szekvenciánként eltér  
lehet, a táblázat utolsó sorában megadtuk, hogy az adott összehasonlító szekvencia 
esetén 1% mennyi epitópot jelent.) Majd kiszámoltuk a csoportátlagokat (szubtípus ill. 
CRF csoportátlag), amely az egyez  epitópok átlagos mennyisége egy csoporton belül. 
Ez az érték adja meg a szigorúan vett keresztvédettséget csoporton belül, noha a 
kizárólag nagy, ill. közepes affinitású epitópok vizsgálata miatt ezek a számok 
valószín leg kissé alábecsült értékek. Ezenkívül a csoportátlag egy elvi maximumot, ill. 
viszonyítási értéket is kijelöl, hiszen a HIV szekvenciákkal a leger sebb kereszt-
reaktivitást mutató új termékjelölteknél sem várunk a csoportátlagnál nagyobb 
számokat. Az 6. táblázatból kiolvashatjuk tehát, hogy a vizsgált szubtípusú ill. CRF-  
csoportba es  fert zések esetén mely szubtípus-optimalizált pDNS konstrukciók 
nyújtanák a legjobb védelmet. Egy kivétellel a konstrukciók az azonos szubtípusú/CRF-
 fert zéssel szemben adták a legmagasabb prediktált keresztvédettséget. A 
csoportspecifikus átlaggal összemérhet  eredményeket kaptunk, vagyis a legjobb 
immunválaszt adó termékjelölt megközelíti a csoporton belüli átlagos 
keresztvédettséget. A CRF_BC fert zési modellünkben a vizsgált HIV törzs nem az 
azonos CRF-  termékjelölttel adta a legjobb immunválaszt, hanem a pLWXu1-gyel. 
Vagyis immunológiailag a pLWXu1 hatóanyagú nanomedicina közelebb áll a CRF_BC 
referencia izolátumhoz, mint a pLWXu_BC. Ez az eredmény meger síti a szubtípus-
optimalizált termékekb l álló termékcsalád hasznosságát, kiegészítve azzal a 
megállapítással, hogy a jöv ben a leghatékonyabb nanomedicina kiválasztásához a 
fert zést okozó vírustörzs szekvenciáját érdemes analizálni és megnézni, hogy 
ténylegesen melyik termékjelölttel adja a legjobb keresztvédettséget. Tehát a páciens 
fert zést okozó HIV vírusának-, és a T sejt epitópjait meghatározó HLA genotípusának 
ismeretében személyre szabott in silico analízist végezhetünk, és személyre szabott 
ajánlást tehetünk a betegben legjobb hatékonyságot mutató immunogénre ill. 
immunterápiára. 
 
6. táblázat. Az új nanomedicina termékjelöltek immunológiai hatásosságának modellezése 
különböz  HIV fert zések esetén. Az immunológiailag legközelebbi, vagyis a fert zést okozó 
HIV törzzsel legtöbb közös epitópot tartalmazó termékjelölteket szürkével emeltük ki. 
DermaVir  
szubtípus (fert zésé)  CRF (fert zésé)  
A  B  C  F  AB  BC  BF  
Szubtípus/CRF összehasonlító szekvenciával 
egyez  MHC I/MHC II epitópok (%) 
pLWXu1 (B)  25/12  80/59  26/16  23/10  37/20 27/20 22/14  
pLWXu-AB  28/14  69/46  27/12  24/12  43/30 23/15 22/11  
pLWXu-BC  28/13  37/47  30/17  22/12  29/13 27/15 24/13  
pLWXu-C  26/12  26/18  31/17  24/10  28/12 27/15 25/10  
pLWXu-BF  26/11 48/35  28/16  29/16  33/14 29/14 30/18  
Szubtípus ill. CRF csoportátlag  30/15  37/16  37/18  36/23  70/62 38/38 30/16  
1% epitóp egyezés mennyi  
epitópot jelent (MHC I/MHC II) 
 10/22 7/16   10/21  10/21 9/21 10/21 10/22  
 
6.3.4. Az új szubtípus-optimalizált termékjelöltek in vitro tesztelése 
Az új termékjelöltek min ségének ellen rzése során a klinikai DermaVirt használtuk 
referencia anyagként. Az új pDNS konstrukciók mindegyike a pLWXu1 pDNS HIV-
specifikus részeinek cseréjével készült, az összes biztonsági módosítást változtatás 
nélkül meg rizve. Ezt szekvenálással ellen riztük minden esetben. Ezért az új 
nanomedicina jelöltek esetén elegend  volt az antigén expressziót jellemezni a VLP+ 
termelés és a biológiai aktivitás in vitro mérésével. 
6.3.4.1. VLP+ termelés az új termékjelöltek által  
Az új termékjelöltek VLP+ termelésének igazolására a pLWXu1-nél ismertetett módon 
a pDNS-ekkel transzfektált 293T sejteket transzmissziós elektronmikroszkóppal 
vizsgáltunk (18.A ábra). Minden új termékjelölt esetében jól láthatók a vad típusú HIV-
re jellemz  fenotípusú VLP+ részecskék, melyek az érett virionhoz hasonló mag (core) 
és burok (envelop) struktúrákat tartalmaznak, és a sejten kívüli térbe, valamint sejten 
belüli vakuolumokba f z dnek le. 
A VLP+ összetett felépítését tisztított VLP+ felhasználásával végzett western blottal is 
meger sítettük (18.B ábra). Ugyanezen módszerrel igazoltuk a pDNS-ekben kódolt 
fehérje repertoár VLP+-alkotó részének expresszióját. A pLWXu-BF és pLWXu-BC 
esetén a p17-nek megfelel  sáv nem látható, amit a felhasznált VLP+ minta alacsonyabb 
koncentrációja okozhat. (A p17 expresszióját egyértelm en igazolja a VLP+ 




18. ábra. Az új pDNS-ekr l expresszált fehérjékb l képz d  komplex VLP+ részecskék. A: a 
VLP+ “érésének” különböz  fázisai az új pDNS-ek esetében (intracelluláris- és extracelluláris 
lef z dés, éretlen virion-szer  fázis, érett virion-szer  fázis). A méretskála minden esetben 100 
nm-nek felel meg. A fixált minták elektronmikroszkópos felvételeit Dr. Kovács Attila Lajos 
készítette. B: Western blot pLWXu1-gyel transzfektált 293T sejtek felülúszójából, HIV+ 
szérum-keverék els dleges ellenanyagként való használatával. Pozitív kontroll: pLWXu1 
“szül i” pDNS. a-gp120 (Env-SU), b-p66 (reverz transzkriptáz plusz RNáz), c-p55 (Gag 
poliprotein, benne p17, p24 és p7), d-p51 (Pol-RT), e-gp41 (Env-TM), f-p24 (Gag-CA), g-p17 




6.3.4.2. Az új termékjelöltek biológiai aktivitása 
Az új termékjelöltek biológiai aktivitásának meghatározását a fentiekben ismertetett 
validált módszerrel végeztük el. Az új termékjelöltek biológiai aktivitását a pLWXu1 
pDNS-t tartalmazó referencia anyag biológiai aktivitásának százalékában adtuk meg 
(19. ábra). Minden új termékjelölt legalább 80%-os biológiai aktivitást mutatott, ezzel 
megfelelt annak a minimum 70%-os elfogadási kritériumnak, aminek a klinikai termék 
stabilitás vizsgálatai során is teljesülni kell.  
 
 
19. ábra. Az új pDNS-ek biológiai aktivitása, a pLWXu1 biológiai aktivitásának %-ában 
megadva. (pLWXu-BF: 82,0±8,5%; pLWXu-AB: 98,5±9,5%; pLWXu-BC: 103,0±10,0%; 
pLWXu-C: 93,1±2,2%; P>0,05).  
6.3.5. A nanomedicina termékcsalád in vitro eredményeinek összefoglalása 
A DermaVir termékcsalád eddig elkészült termékjelöltjeinek in vitro kísérletes 
jellemzési eredményeit a 7. táblázatban foglaltuk össze. A pDNS-ek szekvenciája a 
tervekkel egyez  volt. A szubtípus-optimalizált pDNS-ek esetében távolság-mátrix 
alapú vizsgálattal ellen riztük a szubtípus-specifikus szakaszok genetikai távolságát. A 
vizsgált Gag ill. Env poliproteinek esetében a B szubtípusú pLWXu1 fehérjéit l való 
szekvencia eltérés megegyezett az szubtípusok közötti divergencia általános mértékével 
[3]. A pLWXu1 pDNS hatóanyagú DermaVir a kódolt fehérjéket expresszálta, valamint 
VLP+-t termelt, ahogyan a szubtípus-optimalizált új termékjelöltek is. Az új 
termékjelöltek biológiai aktivitása pedig összemérhet  volt a referencia anyagként 
használt pLWXu1-ével. A pLWXu1 esetében a biztonsági módosítások miatt a teljes 
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(Intracelluláris festés, FACS)
p24, p55, gp41, 
gp120, Rev, Tat
kimutatható
Nem mértük Nem mértük Nem mértük Nem mértük
Biztonsági módosítások
(Immunprecipitáció)
IN, Nef  módosított 
fehérjék nem 
mutathatók ki
Nem mértük Nem mértük Nem mértük Nem mértük
7. Eredmények megvitatása 
Az immunológiai szempontból szubtípus-optimalizált HIV immunterápia egy új 
lehet ség a HIV fert zöttek kezelésére úgy, hogy a kezelt beteg vírusának és az 
immunválasz min ségét befolyásoló HLA típusának figyelembe vételével a neki 
leginkább megfelel  termék választható ki a szubtípus-optimalizált termékcsaládból. A 
termékcsalád els  tagjait a DermaVir HIV Tapasz fázis II klinikai kísérleti fejlesztési 
fázisban járó nanomedicina alapján terveztük és készítettük. Ehhez felhasználtuk az 
eddig kifejlesztett technológiákat, hiszen az új termékjelöltekben csak az antigéneket 
kódoló pDNS-ek különböznek. A termékcsalád kifejlesztésének szükségességét 
támogató in silico immunológiai potenciál predikciók és kereszt-védettségi 
modellezések, valamint az immunogén tervezésére kifejlesztett módszereink egészítik 
ki az eddigi technológiákat. Miért, és hogyan érhetünk el eredményt ezzel a 
termékcsaláddal? A klinikai DermaVir termékjelölt in vitro jellemzésének új 
eredményei, a nanomedicina termékcsalád in silico és in vitro tesztelésének eddigi 
adatai, valamint a HIV/AIDS elleni vakcinafejlesztés tanulságai alapján tekintsük át a 
lehetséges válaszokat! 
A kutatók a természetes immunológiai kontrollal rendelkez  HIV fert zöttek (“elit 
kontrollerek”) tanulmányozásával próbálják megtalálni a legjobb antigént, egyel re 
sikertelenül [98,99,100]. A HIV fert zöttek szervezetében termel dnek ugyan vírus 
neutralizáló ellenanyagok, de ezeket eddig nem sikerült eredményesen felhasználni 
vakcina hatóanyagként. A legújabb vizsgálatok mutatnak rá az eredménytelenség 
okaira. A neutralizáló ellenanyag molekulák a HIV felszínén lév  Env glikoproteinek 
trimereihez kapcsolódnak. Úgy t nik, hogy a hatékony neutralizálás feltétele a HIV 
esetében is a pl. influenza vírusnál sikeres antigén keresztkötés az ellenanyag által. 
Csakhogy a HIV felszínén kevés keresztköthet  fehérje trimer található, egymástól 
távol. Ezért itt az ún. polireaktív ellenanyagok lehetnek hatékonyak, amik a trimeren 
belüli keresztkötést teszik lehet vé, ezzel stabilizálva az ellenanyag-antigén kötést 
[101]. Sajnos azonban még az ilyen polireaktív ellenanyagok is csak korlátosan 
m ködnek [102]. A HIV diverzitás, a vírusra ható immunszelekció és a vírus többféle 
véd mechanizmusa gördít leküzdhetetlennek t n  akadályokat a megel z  vakcina 
kifejlesztése elé. A terápiás vakcinafejlesztés esetében is több antigén használata, és 
ezzel a minél szélesebb skálájú immunválasz kiváltása látszik célravezet nek az egyedi 
antigének használata helyett [103].  
A HIV vakcinafejlesztés tehát a sok antigénes hatóanyagok fejlesztése irányába halad 
[104]. Ennek a feladatnak a megoldásában egyre inkább el térbe kerül a 
bioinformatikai modellezés, mint a tervezés id - és költséghatékonyságát növel  
eszköz.  
Az in silico T sejt epitóp predikciót mi is felhasználtuk a doktori munka több lépéséhez: 
(1) a B-szubtípusú DermaVir pDNS-e (pLWXu1) által expresszált antigének 
immunológiai potenciáljának modellezéséhez; (2) a DermaVir hatékonyságának 
modellezéséhez nem-B szubtípusú fert zöttek esetében a keresztvédettség 
vizsgálatával; (3) szubtípus-optimalizált DermaVir termékcsalád pDNS-einek 
immunológiai alapú tervezéséhez; (4) az új termékjelöltek immunológiai potenciáljának 
(kereszt-reaktivitásának) modellezéséhez szubtípus-azonos ill. eltér  szubtípusú 
fert zések esetén.  
A bioinformatikai modellezési munkához el ször kiválasztottunk egy in silico T sejt 
epitóp predikciós módszert mind a CD8+ T sejtekre specifikus MHCI-, mind pedig a 
CD8+ T sejtekre specifikus epitópok prediktálására. A módszerek megbízhatóságát 
kísérletesen igazolt epitópok adatbázisának segítségével határoztuk meg: a nagy ill. 
közepes affinitású T sejt epitópok prediktálásának megbízhatósága 97,1%-ot 
eredményezett MHCI epitópok esetén, míg 97,7%-ot MHCII epitópok predikciója 
esetén, vagyis a kísérletesen igazolt epitópok 97,1%-át, ill. 97,7%-át teljes- ill. korrekt 
egyezéssel (1 as eltérést megengedve) tudtuk prediktálni (2.táblázat). Ezzel az eljárással 
modelleztük azután a pLWXu1 pDNS-ben kódolt antigén készlet, vagyis a 
nanomedicina várható immunológiai hatását. Több, mint 100 eltér  HLA allélre 
prediktáltuk a nagy-, és közepes affinitású T sejt epitópokat. Eredményeink alapján a 
nanomedicina jelölt által expresszált 15 fehérjéb l álló antigén repertoárja széles 
spektrumú CD4+ és CD8+ specifikus immunválasz kiváltására képes. Ez az 
irodalomban eddig közölt HIV vakcinajelöltek közül a legszélesebb HIV epitóp 
repertoárt jelenti [105,106]. 
Az abszolút immunológiai potenciál (AIP) és relatív immunológiai potenciál (RIP) 
analízisünk meger sítette mind a struktúrfehérjék, mind pedig a szabályozó fehérjék 
kódolásának fontosságát a T sejtes immunválaszt célzó nanomedicina pDNS-ében. A 
pLWXu1 pDNS által kódolt fehérje repertoár AIP értéke mennyiségileg prediktálja a 
hatóanyag által indukálható CD4+ és CD8+ specifikus immunválaszt. Ez alapján 
minden HIV fehérje szerepet játszik a CD4+ ill. CD8+ T sejtek különböz  mérték  
aktiválásában, de csak az Env-SU, Pol-RT, Gag-CA Vif és Rev fehérjék aktiválják 
hatékonyan mindkett t. A Tat és Gag-NC a CD4+ T sejt válasz kiváltására nagyon 
magas, míg a CD8+ T sejtes válasz kiváltására szerény potenciált mutatott. Klinikai 
kutatások eredményei is meger sítették, hogy a széles HIV epitóp repertoár felismerése 
fordítottan korrelál a vírus terheltséggel, noha a szerepet játszó fehérjék immunválasz 
szempontú sorrendje természetesen függ az egyén HLA hátterét l és érdekes módon a 
betegség stádiumától is [107,108]. A széles epitóp repertoárnak köszönhet en a T sejtek 
képesek felismerni és elpusztítani a HIV-vel fert zött sejteket (a látensen fert zöttek 
kivételével), de lehet, hogy a korai fehérjékre specifikus T sejtek (pl. Vif és Rev) 
szerepe is meghatározó a HIV replikáció visszaszorításában. 
A RIP mér számmal a fehérjén belüli nagy epitópok relatív s r ségét adhatjuk meg, a 
fehérje elméleti (9, ill. 15 as hosszú) epitóp mennyiséghez képest. (Az elméleti epitóp 
mennyiség a protein hossz mínusz 8 az MHCI RIP predikció esetén, ill. protein hossz 
mínusz 14 az MHCII RIP esetén.) A RIP hasonlít egy már korábban bevezetett 
mér számhoz: a SIR (“size of immune repertoire”, immunológiai repertoár mérete) a 
fehérjében prediktált epitóp mennyiséget hasonlítja egy ugyanolyan mennyiség  
elméleti nonamert tartalmazó, és hasonló aminosav eloszlású fehérjében várt epitóp 
mennyiséghez [109]. RIP analízisünk alapján a Gag és Env proteinek méltán 
szerepelnek sok fejlesztés alatt álló HIV vakcina antigénjeként, hiszen magas MHCI-, 
és MHCII RIP értékkel rendelkeznek. Szintén magas MHCI-RIP-et kaptunk a Rev és 
Vpu fehérjék esetében, és a Tat fehérje MHCII-RIP értéke is kiemelked  volt, jelezvén 
a korai szabályozó fehérjék magas immunológiai potenciálját, ill. támogatva ezek HIV 
vakcina antigénként való felhasználását.  
Immunogén-tervezési koncepciónk némiképp hasonlít a mozaik vakcinatervezési 
módszerhez, melynek lényege, hogy az antigént mesterségesen dúsítják fel epitóp-
gazdag szakaszokkal, in silico evolúciót modellezve [110]. A felhasznált valódi 
kórokozó szekvenciák egy csoportját in silico “rekombináltatják”, majd minden ciklus 
után meghatározott paraméterek figyelembevételével kiválogatják a legtöbb epitópot 
tartalmazó (átfed  epitópokat is tartalmazó) szekvenciákat, és az eredeti szekvencia 
csoport epitóp-szegény szekvenciáit ezekre cserélik. Bizonyos számú ciklus után 
végeredményül egy, a valóságban nem létez  mozaik szekvenciát kapnak, amit aztán 
vakcina antigénként tesztelnek.  
A DermaVir nanomedicinában az epitóp repertoár kiterjesztésének a sok fehérje 
kódolásán kívül egy másik módja is van: az egyszer  antigén expresszión kívül 
komplex vírus-szer  részecskék (VLP+) is termel dnek. A DermaVir kísérletes 
jellemzése során igazoltuk, hogy a pDNS-ben kódolt közel teljes proteomból komplex 
VLP+ részecskék is képz dnek. Tehát természetes konformációban expresszálja a HIV 
antigéneket, ami a természetes HIV fert zéssel egyez  antigén feldolgozást és 
immunválasz kiváltását eredményezheti. Megjegyzend , hogy a gyógyszerjelölt ezen 
potenciálját akár megel z  vakcina kifejlesztéséhez is fel lehetne használni, hiszen a 
natív térszerkezet  felszíni fehérjék nagy hatékonyságú, polireaktív neutralizáló 
ellenanyagok termelését is kiválthatnák [101]. Másrészt a VLP+ termelés a CD4+ helper 
T sejtek indukcióját is el segíti, ami pedig a CD8+ T sejtek érését (priming-ot), 
valamint a hatékony immunválaszban kulcsszerep  memóriasejtek termel dését 
támogatja [45,46,47].  
Kísérletesen kimutattuk a DermaVir által expresszált antigén készlet termel dését, 
valamint igazoltuk, hogy ezek a HIV fehérjék a vad típusú HIV-hez hasonló struktúrájú 
komplex VLP+ részecskékké állnak össze. A vírus érési fázisainak megfelel  
struktúrájú VLP+-k kimutathatók, azonban ezek biztonságosak, és nem fert z képesek 
(utóbbi eredmény nem része a dolgozatnak [92]). A VLP+ intracelluláris-, és 
extracelluláris térbe egyaránt ürül, akárcsak a vad HIV virionja [111].  
A DermaVir pDNS-ér l termel d  antigének (fehérjék és VLP+) az antigénbemutató 
sejt általi feldolgozását követ en kerülhetnek MHCI és MHCII molekulákra. A 20. 
ábrán foglaltuk össze a nanomedicina pDNS immunogénjének lehetséges antigén 
expressziós és antigén prezentációs útvonalait [92]. A pLWXu1 pDNS-r l 
expresszálódó antigén készlet mindkét antigén feldolgozási útvonalon képes 
immunválaszt kiváltani: az endogén antigén-bemutatási út a pDNS-r l az 
antigénbemutató sejtben termel d  fehérjék feldolgozásával történik (20. ábra, “a” 
útvonal). Az expresszált fehérjékb l spontán összeszerel d  VLP+ részecskék sejten 
belüli vezikulumokba és a sejten kívüli térbe is juthatnak. Mindkét esetben az exogén 
antigének feldolgozási útvonalán halad a folyamat, ami a VLP+-b l származó MHCII 
epitópok bemutatásával HIV-specifikus CD4+ helper T sejtes immunválasz kiváltását 




20. ábra. HIV-specifikus T sejtes immunválasz kiváltásának lehetséges útvonalai a DermaVir 
pDNS hatóanyagáról termel d  antigénekkel. A nanomedicinát felvev  antigénbemutató 
sejtben a pDNS-r l HIV fehérjék termel dnek: a) az intracelluláris fehérjék feldolgozásának 
útvonalán halad tovább a folyamat, ami MHC I molekulákon való epitópok bemutatását, ezzel 
HIV-specifikus CD8+ T sejtek indukcióját eredményezi. b) Az expresszált fehérjékb l VLP+ 
részecskék képz dnek, melyek sejten belüli vezikulumokba szekretálódnak, és az antigén 
feldolgozás során képz d  epitópok MHC II molekulákon bemutatva HIV-specifikus CD4+ T 
sejtek képz dését indukálják. c) VLP+ részecskék a sejten kívüli térbe is szekretálódhatnak, 
amik kis eséllyel egy újabb antigénbemutató sejtben az antigén bemutatás CD4+ T sejt választ 
eredményez  útján haladhatnak. Mivel a VLP+ nem képes replikálódni, a folyamat az antigén 
feldolgozással véget ér.  
 
Az összetett VLP-t expresszáló HIV vakcina ötlete egyébként nem egyedülálló, bár a 
szintén klinikai tesztelés alatt álló másik immunogén DNS csak a HIV fehérjék kb. 
50%-át expresszálja, és az éretlen vírushoz hasonló morfológiájú VLP-t, valamint 
fehérje aggregátumokat termel [106,112].  
A vakcina hatékonyságnak van még egy fontos paramétere a sokféle antigénen kívül: a 
DermaVir-b l származó epitópoknak a kezelt beteg HIV epitópjaival való egyezés 
mértéke, vagyis a kereszt-reaktivitás. Hiába generál ugyanis a DermaVir számos HIV 
epitópra specifikus CD4+ és CD8+ T sejteket, ha azok nem egyeznek a fert zött 
személy vírusának epitópjaival. Mert nyilvánvalóan csak azok a T sejtek tudják 
elpusztítani a HIV-vel fert zött sejteket, amik felismerik ket. Hogy képet kapjunk az 





















kódoló DermaVir epitópjainak kereszt-reakcióját egy szubtípus-azonos, egy C 
szubtípusú, és egy A szubtípusú izolátum esetén. A szubtípus-azonos izolátum esetén a 
CD8+ T sejt specifikus epitópok 58%-a és a CD4+ T sejt specifikus epitópok 47%-a 
egyezett meg teljesen a DermaVir epitópjaival. (Ez persze a legszigorúbb egyezés 
mellett adódó érték, a kereszt-reaktivitás megenged néhány aminosav eltérést, ezért a 
valódi keresztvédettséget valamivel er sebbnek várhatjuk.) Ehhez képest viszont a C-, 
ill. A szubtípusú fert zés esetén csak az MHCI epitópok 26%-a ill. 24%-a, míg az 
MHCII epitópok 15%-a ill. 14%-a egyezett a DermaVir epitópjaival. A kereszt-
reaktivitást megvizsgáltuk a többi szubtípusra is, valamint az egyes szubtípusok több 
izolátumára (az adatokat nem mutatjuk), és hasonló eredményt kaptunk: a nem-B 
szubtípusba tartozó izolátumokkal kevesebb keresztvédettséget biztosító egyez  epitóp 
mutatható ki, mint a szubtípus-azonos izolátumokkal. Ezért indokoltnak láttuk a 
szubtípus-optimalizált termékcsalád kifejlesztését, hogy egyszer majd minden beteg 
optimális immunválaszt kiváltó DermaVir-t kaphasson. 
Az immunválasz szempontú termék optimalizáláshoz egy, a filogenetikai rokonsági 
viszonyokat tükröz  fával analóg eszközt fejlesztettünk ki: az immunológiai fát, ami a 
hasonló epitóp-összetétel  szekvenciákat jeleníti meg közös ágon. Információtartalma 
min ségileg tér el a filogenetikai fáétól, mert az immunválasz szempontjából legjobban 
hasonlító szekvenciákat helyezi egymáshoz legközelebb, ami nem feltétlenül egyezik a 
szekvencia alapú távolsággal. Gondoljunk csak az MHCI epitópok képz désének 
korábban említett statisztikájára: az antigén feldolgozás során csak minden 7. peptid tud 
a TAP molekulán bejutni az endoplazmatikus retikulumba, ahol az MHCI molekulák 
csak minden 200. epitópot kötnek meg [43,44]. Két szekvencia közti különbségek tehát 
nem jelennek meg az immunológiai fán, ha olyan szakaszon vannak, amikre nem 
prediktálható epitóp. Ugyanakkor többszörös súllyal számíthat akár egyetlen bázispár 
eltérés, amennyiben az érintett szakaszra több, átfed  epitóp prediktálható. 
Az immunológiai fa csoportjai alapján kiválasztottunk négy szubtípust, ill. rekombináns 
formát, majd ezekre optimalizált pDNS konstrukciókat terveztünk. Tulajdonképpen 
nem is szubtípust/rekombinánst választottunk, hanem “immunológiai 
szubtípust/rekombinánst”, de megfelel  elnevezés híján egyel re a szekvencia-alapú 
csoportosítás nevezéktanát használjuk, némi képzavart kockáztatva ezzel. A pDNS-eket 
elkészítettük, és az új nanomedicina termékjelölteket in silico és in vitro teszteknek 
vetettük alá. Az in silico keresztvédettségi vizsgálataink alapján megállapítottuk, hogy 
az új termékjelöltek a szubtípusuknak/rekombináns csoportjuknak megfelel  
izolátumok esetében eredményezték a legjobb keresztvédettséget, kivéve egy esetet. 
Ebben az immunológiai távolságok eltértek a szubtípus-alapú csoportosítástól, mert a 
CRF-BC rekombinánssal való fert zés modelljében nem a pLWXu-BC termékjelölttel 
adódott a legnagyobb keresztvédettség, hanem MHCI esetén a pLWXu-BF 
termékjelölttel, MHCII esetén pedig a B szubtípus-specifikus pLWXu1-gyel. Ez a példa 
is meger síti az immunológiai alapú szekvencia csoportosítás létjogosultságát. 
A kereszt-reaktivitás vizsgálatát akár személyre szabottan is megtehetjük 
módszerünkkel: a páciens HIV szekvenciája és HLA genotípusa ismeretében a 
termékjelöltek közül kiválasztható az adott páciensnél legmagasabb keresztvédettséget 
biztosító nanomedicina. Ugyanígy prediktálhatjuk egy klinikai kísérletben résztvev  
páciensek HLA genotípusa és vírus szekvenciája ismeretében a várható T sejtes 
immunválaszt, segítséget nyújtva az immunogenitási eredmények kiértékeléséhez, ill. 
értelmezéséhez. 
Az immunológiailag optimalizált szubtípus-specifikus termék-skála tovább b víthet , 
elméletben akár a személyre szabott konstrukciókig. Valószín  azonban, hogy az új 
termékcsalád hatékonyságát vizsgáló majdani klinikai mérések alapján nagyobb 
immunológiai csoportokat lehet megállapítani, és elég lesz ezekre a csoportokra egy-
egy termékjelöltet készíteni. 
A HIV diverzitása miatti kereszt-reaktivitás más vakcinajelöltek esetén is elvárt 
tulajdonság, amit többféle megközelítéssel terveznek elérni a fejleszt k, például több 
szubtípusra specifikus konszenzus antigének alkalmazásával [113]. A mozaik vakcinák 
fejlesztésekor pedig konzervatív, ezáltal kereszt-reaktív epitópok kiválasztására 
törekszenek. Tegyük fel, hogy több mozaik fehérjét egyszerre használunk 
immunizálásra, pl. a Barouch és munkatársai által in vivo állatmodellben sikeresen 
tesztelt Gag, Pol és Env mozaik antigéneket [114]. Egy B szubtípusú fert zési 
modellben (szekvencia génbanki azonosítója DQ487189, a beteg meghatározott HLA 
allélje, amit mi is vizsgáltunk: A*0201) 114 MHCI epitóp volt prediktálható a teljes 
HIV proteomra. Ha az el bbi mozaik antigéneket használnánk terápiás vakcinaként, 
mindössze 5 azonos (kereszt-reaktív) epitóp (4%) adódna. Ehhez képest a DermaVir 
(B) esetében 47 egyez  epitóp (41%) indukálhatná a beteg HIV vírusát felismer  CD8+ 
T sejtek termel dését. Egy másik példában valamivel jobb arányt találtunk (szekvencia 
génbanki azonosítója DQ487189, a beteg HLA allélje: B*35:01): a beteg 84 epitópjából 
25-öt fedett le a mozaik antigén készlet (30%), míg 40-et a DermaVir antigén készlete 
(48%). Ehhez képest egy C szubtípusú fert zési modellben (szekvencia génbanki 
azonosítója AY463231, a beteg HLA allélje: A*68:02) a beteg 95 epitópjával a mozaik 
antigének kereszt-reaktivitása 26% volt (25 egyez  epitóp), míg a DermaVir antigén 
készletével 37% (35 egyez  epitóp). Ha a még jobb összehasonlíthatóság érdekében pl. 
csak a Gag antigént vizsgáljuk mindkét vakcinából, akkor a B szubtípusú fert zési 
modellekben a vírus Gag fehérjéjére prediktált 15 epitópból csak egy egyezik meg a 
mozaik Gag epitópjaival, és 8 a DermaVir-ével, valamint a 16 vírus epitópból 6 a 
mozaik Gag epitópjaival és 10 a DermaVir-ével. A C szubtípusú vírus 12 Gag epitópja 
közül egyaránt 7-7 egyez  epitópot eredményezett a mozaik-Gag és a DermaVir-Gag. 
Ez persze messze nem reprezentatív vizsgálat, de ezekben a véletlenszer en kiválasztott 
példákban nem látszott hatékonyabbnak a szubtípustól függetlenül kereszt-reaktívnak 
tervezett mozaik antigén, mint a B szubtípusra specifikus DermaVir. A fert zés 
vírusával azonos szubtípusú DermaVir viszont jobbnak adódott, mint a kereszt-reaktív 
mozaik antigének, meger sítve a szubtípus-optimalizált termékcsaládtól várt 
optimálisabb hatékonyságot.  
Az elkészített új nanomedicina termékjelöltek in vitro jellemzését is elvégeztük, és 
min ségüket a klinikai DermaVir-éhez hasonlítottuk. Azt találtuk, hogy a 
termékjelöltek képesek a kódolt antigén repertoár expressziójára, valamint komplex 
VLP+ részecskék expressziójára is, és biológiai aktivitásuk hasonlóan er s, mint a 
referencia anyagként használt klinikai tesztelés alatt álló DermaVir-é. Az új 
termékjelöltek biztonsági módosításait a szül i pDNS-ként használt pLWXu1-b l 
vettük át változtatás nélkül, ezért az új nanomedicina jelölteknél ezen változtatások 
eredményét már nem kellett ellen rizni. 
A szubtípus-optimalizált HIV terápiás nanomedicina termékcsalád els  tagjai a pDNS 
hatóanyagok megfelel  mennyiségben és min ségben történ  el állítása után 
lényegében készen állnak a klinikai tesztelésre. A termékcsalád hatékonyságára 




Kísérletesen és in silico módszerekkel jellemeztük a jelenleg klinikai kísérleti fázisban 
lév  HIV-1 B-szubtípus specifikus DermaVir terápiás nanomedicina termékjelölt pDNS 
alapú immunogénjét. Továbbá új HIV-1 szubtípus-optimalizált immunterápiás 
nanomedicina termékjelölteket terveztünk a vírus diverzitás és a betegek HLA 
hátterének figyelembe vételével. A termékjelölteket elkészítettünk és teszteltünk. 
Munkánk során bioinformatikai-, molekuláris- és sejtbiológiai módszereket 
használtunk, ill. fejlesztettünk. 
Kimutattuk, hogy a DermaVir képes a kódolt HIV antigének (tizenhárom teljes és két 
részleges antigén) expressziójára humán sejtekben, valamint igazoltuk, hogy ezek az 
antigének a vad típusú HIV-vel immunológiai szempontból megegyez  komplex vírus-
szer  részecskékké (VLP+) állnak össze. A DermaVir immunogénje emellett 
biztonságos, mert nem képes integrálódni, replikálódni, ill. fert z  virionokat termelni. 
Az antigén expresszió és a VLP+ termelés kimutatására vizsgálati módszereket 
fejlesztettünk. Az európai és amerikai gyógyszerengedélyezési hatóságok 
követelményeinek megfelel  validált biológiai aktivitást mér  módszert fejlesztettünk a 
termékjelölt antigén termelési potenciáljának mérésére. Eredményeink segítettek 
felvázolni a DermaVir hatásmechanizmusának részleteit a DermaVir-b l származó 
antigének MHCI és MHCII molekulákon történ  antigénbemutatási folyamatában. 
A B szubtípusra specifikus DermaVir in silico vizsgálati eredményei, ill. a klinikai 
mérési eredmények alapján indokoltnak láttuk szubtípus-optimalizált terápiás vakcina 
termékjelöltek kifejlesztését. Prediktáltuk a DermaVir-B T sejt specifikus immunológiai 
potenciálját, és modelleztük a keresztvéd  képességét nem-B szubtípusú fert zések 
esetén. Azt találtuk, hogy a szubtípusok között csak mérsékelt keresztvédettség 
prediktálható a T sejtes immunválaszban, ami a nanomedicina terápiás 
hatékonyságának csökkenését vonhatja maga után bizonyos betegpopulációkban. Ezen 
eredmények alapján kifejlesztettünk egy in silico immunogén tervezési eszközt. Az 
“immunológiai fa” a hasonló epitóp összetétel  vírus szekvenciák csoportjaiból épül 
fel, amik min ségileg hasonló immunválaszt képesek kiváltani az adott kórokozó(k) 
ellen. Ezt az immunológiai szempontú szekvencia csoportosítást használtuk fel négy új 
pDNS alapú immunogén tervezésére, amik els sorban a szubtípus-C, CRF-BC 
(rekombináns forma), CRF-BF és CRF-AB-vel fert zött betegek kezelésére nyújthatnak 
immunológiailag optimalizált megoldást. Ezután elkészítettük a pDNS konstrukciókat 
és bel lük a nanomedicina termékjelölteket, majd a szubtípus-B DermaVir vizsgálatára 
kifejlesztett módszereinkkel jellemeztük azokat. Minden nanomedicina termékjelölt 
antigén termel  képességét (fehérje repertoár, VLP+, biológiai aktivitás) igazoltuk, és a 
termékjelöltek min ségét a klinikai vizsgálati DermaVir-hez hasonlónak találtuk. 
Emellett in silico modelleztük az új termékjelöltek immunológiai potenciálját és 
keresztvéd  képességét, ami a megegyez  szubtípusú/CRF-  fert zések esetében volt a 
legjobb. Az új immunológiai fa használatát javasoljuk a legjobb kersztvéd  képesség  




We characterized both in vitro and in silico, the HIV-1 subtype-B specific immunogen 
(pDNA) of DermaVir therapeutic nanomedicine presently tested in Phase II clinical 
trials in HIV-infected individuals. We have further designed and characterized a HIV-1 
subtype-optimized nanomedicine product portfolio taking in consideration of the 
genetic sequence variability of the patient’s HLA and HIV. During this work we 
employed and developed both bioinformatics, molecular- and cell-biological methods. 
We confirmed that DermaVir express fifteen HIV antigens in human cells that assemble 
to a complex VLP (VLP+), immunological authentic to the wild-type HIV. However, it 
is safe because it cannot integrate or reverse-transcribe new infectious virions. To 
characterize the antigen expression and VLP+ release we have developed analytical 
methods. To meet the FDA and EMA requirements we have developed a validated 
potency assay for DermaVir vaccine that characterized the biological activity of the 
product candidate. Our results provided explanation to the mechanism of action for 
DermaVir-derived antigen presentation on the MHCI and MHCII molecules.  
During the in silico and clinical analysis of DermaVir (subtype-B) we found the 
rationale for the development of subtype-optimized vaccine product candidates. We 
predicted its T cell specific immunological potential and modeled its cross-protection 
capacity in non-B subtype specific infections. We found only modest cross-protection 
of DermaVir with other subtype-specific infections of individual patients. This suggests 
a decreased immunogenicity of subtype-B specific DermaVir vaccine in non-B subtype 
of infections. Based on these results we developed an in silico tool for the rational 
design of immunogens. The “immunological tree” clusters sequences containing similar 
epitopes that determine the quality of immune responses against the certain antigen(s). 
This immunological aspect of sequence grouping were used for the design of four new 
pDNA immunogens targeting epidemics caused by subtype-C, CRF-BC (circulating 
recombinant form), CRF-BF and CRF-AB. We have cloned these pDNA constructs, 
prepared the nanomedicine product and characterized with our molecular- and cell-
biological methods developed for DermaVir subtype B vaccine. Expression of the 
antigen repertoire and VLP+ were confirmed for all nanomedicines and quality of the 
new product candidates was similar as for the clinically tested DermaVir. Additionally, 
we modeled in silico the immunological potency and cross-protection capacity of the 
new DermaVir products and showed the highest cross-reactivity with the matching 
subtypes. We suggest the application of the novel “immunological tree” as a selection 
tool for the best matching product and personalized immunotherapy for each patient. 
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Dr. Franco Lorinak a mindig hasznos szakmai kritikáiért. Köszönöm Dr. Kovács Attila 
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jó hangulatú brainstorming-eket. 
A doktori munka elvégzéséhez az NKTH HIKC05 és DVCLIN01 pályázatok, valamint 
a Research Institute for Genetic and Human Therapy (RIGHT) nyújtott anyagi 
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Hálával gondolok családom minden tagjára, mert szeret  támogatásuk nélkül most nem 
kerülhetne pont a disszertációm végére. 
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